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ZUSAMMENFASSUNG
Proliferationsinhibition und Induktion der Differenzierung bei Gliomzellinien durch das
Zytokin „Oncostatin M“ (OSM)
Ramin Lotfi
Die pleiotropen Zytokine aus der Interleukin-6-Familie bilden eine Gruppe von Polypeptiden
mit strukturellen und funktionellen Ähnlichkeiten.
Wir untersuchten drei neurotrophe Zytokine aus dieser Familie - i.e. Interleukin 6 (IL-6),
Leukämie-inhibierender Faktor (LIF) und Oncostatin M (OSM) - bezüglich ihrer Wirkung auf
anaplastische Gliomzellinien.
Die Proliferation und die Morphologie der untersuchten Gliomzellen wurden in
unterschiedlichem Maße von den jeweiligen Zytokinen beeinflußt.
Während IL-6 und LIF keinen oder einen sehr geringen Effekt auf die Proliferationsrate und
Morphologie der Zellen zeigten, konnten wir eine beachtliche Suppression der Proliferation
durch Gabe von OSM bewirken, zudem änderte sich die Morphologie dieser Tumorzellen
signifikant, die Zellen zeigten eine Form, die mit zahlreichen langen und dünnen Fortsätzen
an normale Astrozyten erinnerte.
Darüber hinaus stieg die Zytoplasma-Kern-Relation mit steigender Größe der Zellen an. Die
inhibierende Wirkung von OSM war dosisabhängig mit einer maximalen Inhibitionsdosis von
50ng/ml. Die DNA-Synthese-Hemmung durch OSM konnte durch Antikörper aufgehoben
werden, die gegen das Zytokin selbst oder gegen seine Rezeptorkomponente gp130 gerichtet
waren.
I N H A L T S V E R Z E I C H N I S  :









































Zytokinrezeptoren und ihre Untereinheiten
gp130
Gliome
Wissenschaftliche Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit
Material und Methoden
Materialien (Medien,Puffer,Lösungen)





Auftragspuffer (10x) für RNA-Analysen











Trypsinierung und Splitten von Zellen
Zählung der Zellen unter dem Neubauer-Zählkammer
Einfrieren von Zellen
Auftauen und Revitalisieren von Zellen
Mycoplasmen-Nachweis mit DAPI
































































Herstellung von Gesamtzellysaten der Gliomzellen




Strippen der Nitrozellulosemembran für einen Reblot
RNA-Isolierung
Northern Blot
Hybridisierung der Membran mit radioaktiven Sonden
Fluoreszenz aktivierte Zellsortierung (FACS)
Ergebnisse
Morphologische Veränderungen der Gliomzellen
nach Stimulation mit Zytokinen
Effekte auf die Zellzyklusphase
Spezifität des OSM-Effektes
Induktion von c-fos
Unterschiede in der Induktion der Tyrosin-





































Wachstumsfaktoren und Hormone kontrollieren zelluläre Vorgänge wie Wachstum,
Proliferation, Differenzierung und Apoptose. Diese Faktoren binden an
membranständige Rezeptormoleküle, die das erste Glied einer Signaltransduktionskette
zum Zellkern darstellen. In Tumorzellen wurde eine Anzahl von Wachstumsfaktoren
und ihren Rezeptoren gefunden, die durch Genmutationen oder Überexpression dazu
führen, daß die betroffenen Zellen die Wachstumskontrolle verlieren und entarten. Ein
Beispiel hierfür ist die Überexpression des Rezeptors für den epidermalen
Wachstumsfaktor  (EGFR) in Gliomzellen (Libermann et al., 1985; Wong et al., 1987;
Ekstrand et al., 1991).
In dieser Arbeit wurde die Wirkung von drei neurotrophen Zytokinen untersucht und
miteinander verglichen. Sie gehören alle der sogenannten Interleukin-6-Familie an und
weisen untereinander strukturelle und funktionelle Homologien auf.
Zu dieser Familie gehören neben Interleukin-6 (IL-6) selbst auch Oncostatin M (OSM),
Leukämie-Inhibierender-Faktor (LIF), Interleukin-11 (IL-11), ziliarer neurotropher
Faktor (CNTF) und Cardiotrophin-1 (CT-1), von denen die ersten drei in dieser Arbeit
verwendet wurden. Es sind pleiotrope Zytokine mit zum Teil identischen biologischen
Eigenschaften.
Die teilweise ähnlichen, aber in ihrer Ausprägung differierenden Eigenschaften dieser
Zytokine konnten in Experimenten mit unterschiedlichen Zelltypen bereits
nachgewiesen werden (Tabelle 1), wie z. B. ihren regulatorischen Einfluß auf
Entzündungsreaktionen in verschiedenen Geweben (Gadient et al., 1999).
Die Interleukin-6-Zytokine binden an multimere Rezeptoren, die als gemeinsame
Untereinheit das Transmembranprotein gp130 besitzen (Liu et al., 1992; Zhang et al.,
1994; Pennica et al., 1995). An diese Rezeptorkomponenten binden verschiedene
zytoplasmatische Proteine, die das Signal in den Zellkern weiterleiten (s. A.2.).
2Die teilweise identischen biologischen Eigenschaften dieser Zytokine lassen sich somit
durch ihre gemeinsame Nutzung von gp130 erklären (s. A.2, S.8).
Tab. 1: Überlappende Eigenschaften der Zytokine aus der Interleukin-6-Familie (Taga et al 1997, Grant et al. 1999)
IL-6 IL-11 LIF OSM CNTF CT-1
Erhaltung d. Pluripotenz von ES - (*) - + + + +
Hypertrophie von Herzzellen - (*) + + + +/- +
Induktion von Akut-Phase-Proteinen + + + + + +
Makrophagendifferenzierung aus M1-Zellen # + - + + - § +
Wachstum von Myelomzellen + + + + + n.b.
Wachstum hämatopoietischer Vorläuferzellen + + + + n.b. n.b.
Thrombopoiese + + + + n.b. n.b.
Induktion von Osteoklastenbildung in vitro - + + + n.b. n.b.
Überleben von Neuronen und ihre Differenzierung + + + + + +
Expression von Adhäsionsmolekülen wie TIMP-1,
ICAM-1, VCAM-1
+ + + + n.b. n.b.
Inhibition von Lipoproteinlipase + + + + n.b. n.b.
ES:              Embryonale Stammzellen
M1-Zellen:  Murine Myeloide Leukämiezellen
n.b. :            Nicht berichtet
(*) ja bei gleichzeitiger Gabe von löslichem IL-6 -Rezeptor
§   ja bei gleichzeitiger Gabe von löslichem CNTF-Rezeptor
#   begleitet von Wachstumsinhibition
3A.1   Untersuchte Zytokine  (IL-6 / LIF / OSM):
Interleukin 6 (IL-6) wird von vielen Zellen synthetisiert wie beispielsweise aktivierten
Monozyten und Makrophagen, Endothelzellen, Adipozyten und T-Helferzellen (Aarden
et al., 1997; Jirik et al., 1989; Mohamed-Ali et al., 1997; Laharrague et al., 2000).
Neben seiner Rolle bei der Fiebergenese im Rahmen der systemischen Abwehrreaktion
wirkt IL-6 modulatorisch auf die immunologischen Reaktionen und steht in
Zusammenhang mit vielen akuten und chronischen Entzündungsreaktionen wie die
rheumatoide Arthritis, akute Pankreatitis, virale und bakterielle Meningitis und der
Alzheimer-Erkrankung (Gadient et al., 1999).
Als pleiotropes Zytokin zeigt es nach Interaktion mit dem spezifischen Rezeptor eine
Reihe unterschiedlicher Effekte wie z.B. die Stimulation der Proliferation
hämatopoietischer Vorläuferzellen (Wong et al., 1988), die Stimulation der Synthese
von Akut-Phase-Proteinen in Hepatozyten (Bruce et al., 1992), die Stimulation zur
Freisetzung einiger pituitärer Hormone wie das Prolaktin, das Wachstumshormon (GH)
und das luteinisierende Hormon (LH) (Taga et al., 1997).
Auf der Ebene der Aminosäurensequenz zeigen IL-6 19% und LIF 22% Homologie zu
OSM, vermutlich sind alle Gene durch Genduplikationen aus einem Vorgänger
entstanden (Timothy et al., 1991).
Der LIF (Leukämie-Inhibierender-Faktor) wurde ursprünglich durch seine Fähigkeit
charakterisiert, die Proliferation von Leukämie-Zellen in vitro zu inhibieren und die
Zellen zu einem Makrophagen-ähnlichen Zelltyp zu differenzieren (Gearing et al.,
1987).
LIF wird in einer Reihe von Geweben exprimiert und sezerniert, die basale LIF-
Expression ist gering und kann häufig durch eine Northern-Blot-Analyse nicht detektiert
werden (Gough et al., 1992; Brown et al., 1994), sie kann aber durch einige
proinflammatorische Agenzien wie Lipopolysaccharide, Interleukin-1,  Interleukin-17
und Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α) induziert und durch antiinflammatorische
4Agenzien wie Glukokortikoide, Interleukin-4 und Interleukin-13 inhibiert werden
(Auernhammer, C. und Melmed, S., 2000).
Aufgrund der Vielfalt seiner Eigenschaften wurde er anfänglich von vielen von einander
unabhängigen Arbeitsgruppen charakterisiert und erhielt damals entsprechend seiner
jeweiligen Wirkung Namen wie: „differentiation-stimulating-factor“, „differentiation-
inhibitory-factor“, „cholinergic neuronal differentiation factor“ (Gough et al., 1992;
Kurzrock et al., 1991; Taupin et al., 1998).   
Sein Wirkspektrum reicht außerdem von der Stimulation der Hypophysär-Adrenalen-
Achse (Produktion von ACTH und Kortikoiden bei der Sepsis) über die Regulation des
Wachstums vieler Zellen sowie und seinen Einfluß auf die Energiehomöostase des
Gesamtorganismus bis hin zu seiner Wirkung auf die reproduktiven Funktionen des
Körpers wie z.B. die Implantation des Blastozyts (Auernhammer, C. und Melmed, S.;
2000).
Wie IL-6 beeinflußt LIF die neuronale Zelldifferenzierung (Yamamori et al., 1989;
Satoh et al., 1988). In Kultur bewirkt LIF eine Proliferationshemmung von Astrozyten-
Progenitorzellen sowie eine Differenzierung zu GFAP-positiven Astrozyten (Nagakaito
et al., 1995).
Die in dieser Arbeit verwendeten humanen Gliomzellen zeigen eine konstitutive
Expression von LIF, ein Resultat, das bei einer weiteren etablierten humanen
Gliomzellinie bestätigt wurde (Zaheer et al., 1995).
Eine exogene Applikation von LIF führt zu einer Proliferationshemmung von
Gliomzellen (Halfter et al.,1998).
Das humane LIF-Gen ist auf dem Chromosom 22q12.1-12.2 lokalisiert und steht in
enger Nachbarschaft zum OSM-Gen.
5Oncostatin M (OSM) wurde erstmalig durch seine inhibierende Wirkung auf das
Wachstum humaner A375 Melanomzellen beschrieben (Zarling et al., 1986). OSM
wurde ursprünglich aus humanen histiozytischen Lymphomzellinien isoliert, nachdem
sie mit Phorbolester stimuliert wurden (Zarling et al., 1986).
Das Protein besteht aus 196 Aminosäuren (Bruce et al., 1992) und hat ein apparentes
Molekulargewicht von 28 kD.
Als pleiotropes Zytokin blockiert OSM in vitro auf der einen Seite das Wachstum von
Zellen aus soliden Tumoren wie Lungenkarzinom- und Mammakarzinomzellen (Zarling
et al., 1986; Horn et al., 1990). Auf der anderen Seite bewirkt OSM die Differenzierung
humaner und muriner Leukämiezellen, blockiert aber auch die Differenzierung
embryonaler Stammzellen der Maus (Bruce et al., 1992).
Im Rahmen der Abwehrreaktion induziert OSM die Bildung der Akut-Phase-Proteine in
Hepatozyten und stimuliert die Proliferation verschiedener Fibroblastenzellinien (Bruce
et al., 1992).
In den Zellen des AIDS-verwandten Kaposi Sarkoms wirkt OSM als autokrines und
parakrines Mitogen und stimuliert die Produktion von IL-6 (Nair et al., 1992; Miles et
al.,1992).
Zur physiologischen Funktion von OSM in vivo ist wenig bekannt. Eine Überexpression
in transgenen Mäusen zeigt - in Abhängigkeit des zur gewebsspezifischen ektopen
Expression verwendeten Promoters - pleiotrope Effekte wie den frühen postnatalen Tod,
abnormales Knochenwachstum und Spermatogenese sowie eine gestörte Entwicklung
lymphoider Zellen (Malik et al., 1995). Die Applikation und transgene Expression in
adulten Tieren scheint dagegen keine vitalen Funktionen zu beeinträchtigen.
Es konnte gezeigt werden, daß OSM die Entwicklung von T-Zellen in Lymphknoten in
vivo stimulieren kann (Clegg et al., 1996). Die Expression von OSM konnte bislang
hauptsächlich in Zellen des hämatopoietischen Systems nachgewiesen werden.
Experimente von Loy und Mitarbeiter (1999) zeigten einen immunmodulatorischen
Effekt in verschiedenen Tiermodellen wie die Entzündungshemmung beim
6inflammatorischen Darmgewebe, bei der Antikörper-induzierten Arthritis und bei der
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis.
Durch seine Eigenschaft, die Produktion von membranständigen ICAM-1 Molekülen zu
stimulieren, erleichtert es den Lymphozyten die Tumorerkennung und Vernichtung über
die MHC-restriktive Immunantwort (Grant et al., 1999).




















Fibroblasten (Expression von Plasminogenaktivator)
Endothelzellen (Expression von Plasminogenaktivator und Endothelin)
Inhibition der Zelldifferenzierung
Embryonale Stammzellen der Maus
Zelluläre Antwort
Hochregulation von Lipoproteinrezeptoren
Modulation von Proteoglykansynthese in Knorpelzellen





Freisetzung von IL-6-Rezeptor in HepG2
Regulation von Akut-Phase-Proteinen in HepG2 und Hepatozyten
Abregulation von CYP-Expression bei Hepatozyten
7A.2  Zytokinrezeptoren und ihre Untereinheiten:
Die Zytokine der Interleukin-6-Familie vermitteln ihre Wirkung auf Zellen durch ihre
Bindung an die multimeren Rezeptorkomplexe an der Zelloberfläche. Hierbei ist allen
Rezeptorkomplexen eine Rezeptor-Untereinheit gemeinsam, nämlich das
Signaltransduktionsmolekül gp130.
Die jeweiligen Rezeptoren für die genannten Zytokine bestehen aus einer
ligandbindenden Alpha-Untereinheit sowie einer Beta- und in einigen Fällen einer
dritten Untereinheit.
Der Interleukin-6-Rezeptor besteht aus einer ligandbindenden Alpha-Kette, die an der
Zellmembran lokalisiert ist und spezifisch an IL-6 bindet und einem Dimer aus gp130
als Beta-Kette. Die Bindung von IL-6 an seinen Rezeptor induziert die
Homodimerisation von gp130 und eine konsekutive Phosphorylierung durch assoziierte
Kinasen und damit Aktivierung dieses Signaltransduktors (Davis et al., 1993; Murkami
et al., 1993).
LIF bindet an die Alpha-Untereinheit LIFRß (Davis et al., 1993; Gearing et al., 1992).
Gp130 bildet die Beta-Untereinheit, und das Heterodimer LIFRß/gp130 ist die
funktionelle Einheit, die für die Signalweiter-leitung und Aktivierung intrazellulärer
Proteine zuständig ist.
Die Alpha-Untereinheit für OSM ist gp130 selbst, für die Beta-Untereinheit gibt es
zwei Möglichkeiten: OSMRß sowie LIFRß, dabei entstehen jeweils gp130/OSMRß
bzw. gp130/LIFRß als funktionelle Rezeptorkomplexe, die für die Signaltransduktion
verantwortlich sind. Hierbei ist die biologische Wirkung des ersten (gp130/OSMRß) im
Vergleich zum zweiten (gp130/LIFRß) stärker (Sporeno et al., 1994).
Das oben geschilderte Rezeptorbindungsverhalten von LIF und OSM zeigt - neben der
gemeinsamen Nutzung von gp130 – eine zusätzliche Überlappung, denn sowohl durch
LIF als auch durch OSM kommt es zur Bildung des Rezeptorkomplexes gp130/LIFRß
als erstes Glied der Signaltransduktionskette.




Homologie in der Primärsequenz und der Sekundärstruktur
Benachbarter Genort auf Chromosom 22
Gemeinsame Untereinheit gp130
Erhöhte Konzentration bei einigen Autoimmunerkrankungen (SLE, RA, sScl,
Psoriasis)
-Stimulation der Differenzierung muriner myeloider Leukämiezellen
-Produktion von Megakaryozyten
-Förderung des Wachstums von Myelomen
-Proliferation von hämatopoetischen Progenitorzellen
-Thrombopoese




-Stimulation der Entwicklung der T-
Zellen in Lymphknoten
-Stimulation von IL-6 Produktion
Im hepatischen System: Induktion der Akut-Phase-Proteinen
Stimulation im Reifungsprozeß der Hepatozyten
Stimulation im Reifungsprozeß der Astrozyten
Inhibierende Wirkung auf Gliomzellen
Im ZNS
-Änderung des Phänotyps postmitotischer
sympathischer Neurone vom adrenergen zu
cholinergen
-Expression von Neuropeptiden
Sonstiges: -Stimulation glatter Muskulaturzellen
der Gefäßwände und Endothelzellen
-Stimulation des Wachstums von
Fibroblastenzellinien
-Wachstum von Spindelzellen aus
AIDS-abhängigen Kaposi-Sarkomen
-Expression des OSM hauptsächlich in
Zellen des hämatopoietischen Systems






9Das gp130 ist gemeinsames Signaltransduktionsmolekül der Rezeptorkomplexe von
sowohl IL-6 wie auch von LIF, OSM, CNTF und Cardiotrophin-1 (Taga et al., 1989;
Pennica et al., 1995).
Die Homodimerisation von gp 130 ist ausreichend, um das Signal für die DNA-
Synthese wie auch die Synthese von Akut-Phase-Proteinen zu induzieren (Ziegler et al.,
1993; Baumann et al., 1994).
Homo- oder Heterodimerisation von gp130 triggert die Aktivierung von Jak 1, Jak 2 und
Tyk 2, diese gehören zur Jak-Familie der zytoplasmatischen Tyrosinkinasen (Narazaki
et al., 1994, Stahl et al., 1995). Dies führt folglich zu Tyrosinphosphorylierung und
funktioneller Aktivierung von latenten zytoplasmatischen Transkriptionsfaktoren wie
die STAT-Proteine („Signal Transducer and Aktivator of Transcription“).
Gp 130 ist ubiquitär in fast allen Organen exprimiert, hierzu gehören z.B. Herz, Milz,
Lunge, Leber, Niere, Plazenta und Gehirn (Saito et al., 1992).
Im Gegenteil dazu ist die Expression der ligandenspezifischen  Untereinheit (z.B.: IL-
6R, OSMRß, LIFRß) auf bestimmte Zellen und Zellgruppen begrenzt (Yoshida et al.,
1996).
Da die Untereinheit gp130 für die Signaltransduktion verantwortlich ist, kann man
durch ihre Blockierung anhand spezifischer Antikörper (Anti-gp130-Ak) die Wirkung
der jeweiligen Zytokine aufheben.
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A.4   Gliome:
Die Inzidenz der ZNS-Tumore bewegt sich zwischen 10 bis 17 pro 100.000, wobei die
Hälfte davon primäre Tumore sind. Mit einem Gesamtanteil von 23% von allen
Krebsformen bei Kindern unter 15 Jahren stellen die primären Tumore des ZNS die
zweit häufigste bösartige Tumorform nach Leukämie in dieser Altersgruppe dar.
Tumore des Nervensystems haben einige einheitliche Charakteristika, die sie von den
neoplastischen Prozessen in anderen Bereichen des Körpers unterscheiden:
Die Unterscheidung zwischen malignen und benignen Läsionen ist schwieriger als in
anderen Körperarealen. Einige gliale Tumore wie das pilozytische Astrozytom oder das
Ependymom mit den histologischen Merkmalen eines benignen Neoplasmas - d.h.
geringe mitotische Teilungsrate, zelluläre Uniformität und langsames Wachstum -
können ganze Teile des Gehirns befallen und somit eine Bedrohung darstellen.
Aufgrund ihrer Lokalisation kann die chirurgische Intervention bei einigen Tumoren,
die primär benigne sind, unmöglich sein, so daß sie den Charakter eines malignen
neoplastischen Gewebes bekommen.
Das Muster der Streuung der ZNS-Tumore zeigt ebenfalls eine bemerkenswerte
Eigenschaft, denn sie metastasieren praktisch nicht in andere Körperteile (Robbins,
1994). Es gibt einige Erklärungsansätze für dieses Verhalten ( Pilkington, G.J., 1997):
a) Zeit: Durch die kurze Überlebenszeit nach Erkrankung an Gliomen scheint die
zeitliche Spanne bis zur Metastasierung bzw. klinischen Manifestation einer
Metastase zu kurz zu sein.
b) Immunität: Die Gliomzellen könnten schneller vom Immunsystem erkannt und
vernichtet werden.
c) „Seed-Soil-Hypothese“: Für das Wachstum eines Tumors sind die
Umgebungsbedingungen von Bedeutung. Es scheint, als ob die Gliomzellen kein
geeignetes Wachstumsmedium außerhalb des ZNS finden.
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d) Die Blut-Hirn-Schranke: Während normales Gehirn eine solche Barriere bildet, ist
sie zwar um das Tumorgewebe gestört, dennoch bleibt sie ein Hindernis, wie
experimentell gezeigt werden konnte (Bernstein, J. et al.,1995).
e) Expression von Adhäsionsmolekülen: Während intrinsische Hirntumorzellen kaum
metastasieren, zeigen Gliomzellen, die durch chemische Karzinogene hergestellt
wurden, ein deutliches Metastasierungspotential (Andersson, A. M. et al., 1991).
Eine mögliche Erklärung wäre die Expression von CD15, ein Adhäsionsmolekül,
das eine wichtige Rolle bei nicht neuralen Tumoren spielt. Während primäre
Hirntumore diese Oligosacharide kaum bis gar nicht besitzen, zeigen die durch
chemische Kanzerogene hergestellten Gliomzellen eine hohe Expressionsrate.
Zudem besteht eine Korrelation zwischen der Adhäsion von Tumorzellen an das
Endothel und der CD15-Expression (Pilkington, G.J., 1997)
Gliome werden nach der WHO-Klassifikation nach ihrem jeweiligen zellulären
Ursprung (Astroglia, Oligodendroglia, Ependymzellen) und in vier Grade der
Malignität unterteilt.
Die Malignität gibt einen Schätzwert für ihr biologisches Verhalten.
 
 Grad I bezeichnet ein gutartiges Wachstum mit einer postoperativen
Lebenserwartung des Patienten von 5 oder mehr Jahren.
 
 Grad II sind semimaligne Tumore mit einer Lebenserwartung von 3 bis 5 Jahren.
 
 Grad III sind relativ maligne Tumore mit einer Lebenserwartung von 2 bis 3 Jahren.
 
 Grad IV sind hochmaligne Tumore mit einer Lebenserwartung von 6 bis 15 Monaten,
wobei Grad vier des Astrozytoms einen vollständig dedifferenzierten Tumor - das
Glioblastoma multiforme - darstellt.
Erfolgreiche Behandlungsmethoden stehen nur für eine kleine Anzahl von
ausgewählten Tumoren zur Verfügung. Die 4 wichtigsten Behandlungsmethoden sind:
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♦ Radikale operative Entfernung
♦ Teilresektion mit Nachbestrahlung und zytostatischer Therapie
♦ Primäre Bestrahlung mit Hirnödembehandlung und Zytostase
♦ Interstetielle Curietherapie, Teilresektion mit Einlage von radio-aktivem
Material
Es gibt bisweilen – abgesehen von Immunhistochemie und der histologischen
Untersuchung – keine laborchemischen Methoden zur Erkennung der Gliomzellen und
zur Risikoabschätzung bezüglich der Lebenserwartung. Es zeigen sich weder
serologische Abnormitäten noch findet man Tumor spezifische Antigene, die
Blutsenkungsgeschwindigkeit ist im Normbereich und im Liquor findet man nicht
immer maligne Zellen.
Die Erforschung der Entstehung von Gliomen ist in den zurückliegenden Jahren
Gegenstand vieler Forschungsprojekte gewesen. Durch diese konnten zentrale Phasen
der Tumorentstehung beschrieben werden (von Deimling et al., 1994).
Als nützlich hat sich bei der Analyse des Tumorwachstums neben der Kultivierung von
Gliomzellen, die Möglichkeit herausgestellt, die Tumore in Mäuse zu transplantieren.
Auf diese Weise konnte eine mögliche Beteiligung verschiedener Wachstumsfaktoren
wie des PDGF  (platelet derived growth factor) (Nister et al., 1988; Westphal et al.,
1988) an der Kontrolle des Wachstums der Tumorzellen über auto- oder parakrine
Mechanismen (Kurimoto et al., 1994; Ueba et al., 1994; Westmark et al., 1995) gezeigt
werden. Auch Zytokine wie TGFβ1 (Jachimczak et al., 1996) und IL-6  (Munoz-
Fernandez and Fresno, 1993) können die Proliferation von Tumorzellen aktivieren.
Obwohl Effekte einzelner Faktoren in zahlreichen Fällen beschrieben sind, gibt es
bislang wenig Aufschluß darüber, wie die einzelnen Signalmoleküle miteinander
interagieren und welchen Einfluß sie auf andere Tumormechanismen wie Infiltration des
benachbarten Gewebes oder Angiogenese haben.
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A.5 Wissenschaftliche Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit:
Aus den Vorarbeiten, die aus unserem Labor hervorgingen, konnte bei drei neu-
etablierten Gliomzellinien (GOS1-3)  eine Wachstumsinhibition sowie eine vermehrte
Expression des sogenannten unmittelbar frühen Gens c-fos durch Gabe von LIF bewirkt
werden (Halfter et al. 1998).
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Wirkung weiterer Zytokine aus derselben
Familie (i.e. IL-6 und OSM) auf verschiedene Gliom-Zellinien zu untersuchen und ihre
Wirkung mit LIF zu vergleichen, dabei sollten folgende Parameter bestimmt werden:
1. Wachstumsinhibition quantitativ sowie
2. Wachstumsinhibition qualitativ unter Berücksichtigung der Zellzyklusphase
3. Morphologische Veränderungen der stimulierten Zellen
4. Stimulation der c-fos-Expression
5. Aktivierungszustand intrazellulärer Proteine nach der Stimulation
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B. MATERIAL UND METHODEN:
B.1   Materialien (Medien, Puffer, Lösungen):
B.1.1: Wachstumsmedium: - Dulbecco´s Modified Eagle Medium (4.5 g/l Glucose)
-10   %       Fetales Kalbsserum (FCS)
- 1    %       L-Glutamin
- 5 µg/ml    Penicillin
- 5 µg/ml    Streptomycin
- 10 µg/ml  Neomycin





0,584    mg/ml  Glutamin
5           ng/ml   Natrium-Selenit
25         µg/ml   Insulin
2,5        mg/ml  bovines Serum-Albumin (BSA)
 5           µg/ml   Transferrin
16          µg/ml    Putrescin
 5           µg/ml    Progesteron
( Alle Chemikalien von der Firma Sigma, Deisenhofen, Deutschland erhalten ).
B.1.3     PBS-Puffer : 13.7    mM   NaCl
2.7      mM   KCl
80.9    mM   Na2HPO4 . H2O
1.5      mM   KH2PO4 pH 7.4 (HCl)
B.1.4     TE-PUFFER:
10    mM    Tris/HCl (pH 8.0)
1      mM    EDTA
B.1.5     RNA-Gel-Laufpuffer (5×) :
0,1   M       MOPS (3-(N-morpholino)propanesulfonic acid) (pH 7.0)
40    mM    Natriumazetat
5      mM    EDTA (pH 8.0)
Der Puffer wird mit DEPC-H2O hergestellt, und anschließend wird die Lösung durch einen 0.2 micron




B.1.6     Auftragspuffer (10×) für RNA-Analysen:
11   ml   100%-iges     Formamid
4,5  ml                         Formaldehyd
30   ml                         10× MOPS
45   ml     4%-iges       Bromphenolblau
50   ml      1 M             NaOH
B.1.7    SSC-Puffer (20×) für Northern Blot:
3     M  NaCl
0.3  M  Natriumazetat
B.1.8    RIPA-Puffer:
                                                                          dazu jedesmal frisch addiert:
50    mM        HEPES pH 7.5
150  mM        NaCl
5      mM        EDTA
1%                 Nonidet P-40
0.1%              SDS
0.25%            Deoxycholat
50    mM     NaF
1      mM     Na-Orthovanadat
1      mM     PMSF
10   µg/ml   Aprotinin
10   µg/ml   Leupeptin
B.1.9    TBST-Puffer:
10      mM   Tris / HCl   (pH 8.0)
150    mM   NaCl
0.05   %      Tween 20
B.1.10     SD-Transblot (10×) :
48      mM    Tris
0.13   mM    SDS
39      mM    Glycin
20      %       Methanol
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B.1.11     Laufpuffer (Laemmli-Puffer) für SDS-PAGE:
187,5    mM          Tris pH 6.8 (HCl)
6           %             SDS
30         %             Glyzerin
0.0025   %            Bromphenolblau
15          %            ß –Mercaptoethanol
B.1.12     Lösungen für die Herstellung des Polyacrylamid-Gels:
Trenngel-Lösungen   ( 8.0 % )                               Sammelgel-Lösungen   ( 7 % )
Acrylamidlösung (40%)     6.0     ml
1.5 M Tris/HCl (pH 8.8)    7.5     ml
10 %  SDS                          0.3     ml
H2O                                    15.9   ml
10 % APS                           0.3     ml
TEMED                              0.024 ml
Gesamtvolumen                 30       ml
Acrylamidlösung (40%)     1.7    ml
1 M Tris/HCl (pH6.8)        1.25  ml
10 % SDS                           0.1   ml
 H2O                                   6.8    ml
10 % APS                           0.1   ml
TEMED                              0.01 ml
                                           10     ml
B.1.13     Strip-Lösung :
120     mM    β-Mercaptoethanol
62,5    mM    Tris/HCl pH 6.8
2          %       SDS









B.2    Methoden:
B.2.1   Zellkultur:
In dieser Arbeit wurde mit Gliomzellinien gearbeitet, die CNTF, den CNTF-Rezeptor-ß,
LIFR-ß, OSMR-β und gp130 exprimieren (Halfter et al, 1998, 1999):
♦ GOS 1: Astrozytom Grad II/III (männlicher 45-jähriger Patient), 50% diploider und
50% tetraploider Chromosomensatz (Halfter et al., 1998).
♦ GOS 2: Astrozytom Grad IV (männlicher 64-jähriger Patient), 5% diploider und 95%
tetraploider Chromosomensatz (Halfter et al., 1998).
♦ GOS 3: gemischtes Astro-Oligodendrogliom Grad II/III (männlicher 55-jähriger
Patient), 100% tetraploider Chromosomensatz (Halfter et al., 1998).
Nach der 20. Passage fanden sich morphologisch einheitliche Zellen in den jeweiligen
Kulturen und nach der 40. Passage handelte es sich um homogene Zellpopulationen
(Halfter et al.,1998).
Alle Versuche wurden mit den Gliomzellen der Passagen 40 bis 70 durchgeführt. Alle
Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter einer sterilen Werkbank (SterilGARD, Labotec,
Göttingen) der Sicherheitsklasse II durchgeführt.
Die Zellen wurden in Kulturflaschen bei einer Temperatur von 37°C und Wasserdampf
gesättigter Atmosphäre mit 5% CO2-Anteil im Brutschrank kultiviert. Als Nährmedium
diente DMEM mit Zusatz von L-Glutamin, 10% FCS und Antibiotika in den oben
angegebenen Konzentrationen. Konfluente Zellen wurden einmal wöchentlich unter
sterilen Bedingungen trypsiniert und umgesetzt. Die Behandlung der Zellen mit den
Zytokinen erfolgte im serumfreien Medium (N1) (Bottenstein et al., 1979) oder in
DMEM mit dem Zusatz von 0.5% FCS. Die Ablichtung der Gliomzellen erfolgte mit
einem Inversionsmikroskop (Leitz, Wetzlar).
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B.2.1.1   Trypsinieren und Umsetzen von Zellen:
Das Medium wurde dreimal pro Woche gewechselt. Sobald die Zellen konfluent
gewachsen waren, wurden sie mit 0,1% Trypsin und 2mM EDTA abtrypsiniert und in
niedriger Zellzahl neu ausgesät.
Nach Absaugen des Nährmediums werden die Zellen mit PBS gespült, anschließend
werden sie mit der Trypsin-EDTA-Lösung überschichtet, wodurch eine Ablösung der
Zellen von der Flasche - nach  ca. 5 minütiger Inkubation bei 37 °C und anschließendem
leichten Klopfen gegen die Schalen - erfolgt; die Gabe von FCS im Nährmedium
(mindestens die doppelte Trypsinmenge) hemmt die Trypsinwirkung. Die erhaltene
Zellsuspension wird in 15 ml Falcon-Plastikröhrchen gefüllt und unter 300 x g für 5
Minuten bei 24°C zentrifugiert.
Es bildet sich am Boden der Falcon-Röhrchen ein Zellpellet, das nach Absaugen des
überstehenden Mediums in neuem Nährmedium mittels einer Pipette resuspendiert und
neu auf die Schalen verteilt wird.
B.2.1.2   Zählung der Zellen unter dem Neubauer-Zählkammer:
Unter dem Mikroskop werden die Zellen, die sich innerhalb der vier Eckquadrate
befinden gezählt und ein Mittelwert für die Anzahl der Zellen innerhalb eines Quadrates
errechnet. Durch Multiplikation dieses Mittelwertes mit 104 erhält man die
Konzentration der Zellen pro ml Medium.
B.2.1.3   Einfrieren von Zellen:
Um die Zellen aus einer bestimmten Passage konservieren zu können,  werden sie in
subkonfluenter Wachstumsphase eingefroren.
Nach Abtrypsinieren der Zellen wird die Suspension 5 min bei 300 x g zentrifugiert
(Megafuge 1.0 R, Heraeus Sepatech, Düsseldorf), der Überstand abgesaugt, das
Zellpellet in 1,5 ml eiskaltem Einfriermedium (10% DMSO in Wachstumsmedium)
resuspendiert und anschließend in den Stickstofftank überführt, worin sie bis zu
mehreren Jahren aufbewahrt werden können.
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B.2.1.4   Auftauen und Revitalisieren von Zellen:
Die Zellen werden mit Hilfe eines 37°C warmen Wasserbades aufgetaut, anschließend
wird die Suspension in 15 ml Falcon-Röhrchen für 5 min bei 300 x g abzentrifugiert.
Der Überstand wird verworfen und das Zellpellet wird in frischem Medium
resuspendiert, auf die Kulturschalen verteilt und in den Brutschrank überführt. Nach 24
Stunden erfolgt ein Mediumwechsel. Nach ein bis zwei Tagen haben sich die Zellen
soweit erholt, daß man sie für Versuche verwenden kann.
B.2.1.5    Mykoplasmennachweis mit DAPI (4´,6-Diamidin-2´-phenylindol-dihydrochlorid)
Um sicherzustellen, daß die Gliomzellkulturen nicht mit Mykoplasmen kontaminiert
sind, wurde einmal monatlich ein Test durchgeführt. Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI
bindet selektiv an die DNA und bildet stark fluoreszierende DNA-DAPI-Komplexe mit
hoher Spezifität.
Die Zellen werden auf Deckgläschen zu einer Konfluenz zwischen 50 und 70%
angezüchtet. Im zweiten Schritt werden die Zellen mit PBS gespült und für 5 Minuten
bei Raumtemperatur mit Methanol fixiert. Es folgt eine 15-minütige Inkubation bei 37
°C in der DAPI-Arbeitslösung (1 µg/ml DAPI-Methanol). Nach Entfernung der
Anfärbelösung mit PBS findet die Untersuchung unter dem Fluoreszenzmikroskop (mit
340/380 nm Anregungsfilter und LP 430 nm Sperrfilter) statt.
B.2.1.6   Stimulation der Zellen durch Zytokine :
8 x 105 Gliomzellen werden auf 60 mm Petri-Schalen in 10% FCS-haltigem Medium
ausgesetzt. Nach etwa 24 Stunden wird das Medium durch serumfreies N1 Medium
ersetzt und für weitere 48 Stunden inkubiert. Hiernach findet die Inkubation mit den
jeweiligen Zytokinen in N1-Medium für die entsprechenden Zeiten statt.
Alle Zytokine wurden von der Firma Boehringer Mannheim, Deutschland bezogen.
OSM wurde sowohl von der Firma Boehringer Mannheim wie auch von der Firma
Genzyme (Rüsselsheim, Deutschland) erhalten.  Die lyophilisierten Zytokine wurden in
Millipore-Wasser aufgelöst und in Aliquots bis zum Gebrauch aufbewahrt.
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B.2.2   NACHWEISMETHODEN:
B.2.2.1    Bestimmung des Zellwachstums:
Das Wachstumsverhalten der Zellen wurde entweder durch einen Amido-Black-Assay
überprüft oder anhand der Bestimmung des inkorporierten 5-Bromodeoyxuridin (BrdU)
in die zelluläre DNA.
B.2.2.2    Amido-Black-Assay:
Für die Analyse des Zellwachstums anhand des Amido-Black-Assays werden die Zellen
in Platten mit 96 Vertiefungen (je 500 Zellen/Vertiefung) gesät und mit Medium
(DMEM mit 10% FCS) überschichtet. Nach 24 Stunden wird das Medium abgesaugt,
und die Zellen werden mit PBS gewaschen, um das Medium vollständig zu entfernen.
Es folgt die 24 stündige Inkubation in serumfreiem N1-Medium und anschließend die
Zugabe von Zytokinen und die Inkubation für die angegebenen Zeiten (s. Abbildungen).
Das Wachstum der Zellen wird anhand des Amido-Black-Assays angezeigt (Schulz et
al., 1994).
Nachdem das Medium entfernt wurde, werden die Zellen für 30 min mit einer
Fixierungslösung behandelt und anschließend für 15 min mit der Amido-Black-Lösung
gefärbt. Die Färbelösung wird nun abgespült und die gefärbten Zellen werden mit 200 µl
50 mM NaOH-Lösung abgelöst.
Die Absorption wurde in einem ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) -Reader
(Behring-Werke, Marburg) bei 570 nm gemessen. Alle Ergebnisse einschließlich der
Negativproben sind die Mittelwerte von Tripletts. Die Absorption ist in gemessenem
Bereich proportional zur Zellzahl (s. Diagramm I).
B.2.2.3    5-Bromodeoxyuridin (BrdU)- Assay:
Der BrdU Assay funktioniert auf der Grundlage einer immunzytochemischen Detektion
von BrdU, das in die zelluläre DNA eingebaut wird. Bei diesem Assay werden die
Zellen in Platten mit 96 Vertiefungen ausgesät (1000 Zellen und 100µl Medium pro
Vertiefung) und über Nacht in DMEM inkubiert. Es folgt ein Mediumwechsel zum
serumfreien N1 Medium (Bottenstein et al., 1979), in dem sich das entsprechende
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Zytokin befindet, und eine Inkubation für mindestens 24 Stunden (maximal 120
Stunden). Anschließend folgt die Zugabe von BrdU (Endkonzentration von 10 µM) und
eine weitere Inkubation von 18 Stunden, wobei das BrdU in die chromosomale DNA
eingebaut wird. Hiernach wird das Medium abgesaugt und die Zellen werden durch die
Zugabe von 200 µl/Vertiefung Fixierungs-/Denaturierungslösung (Boehringer,
Mannheim) bei Raumtemperatur fixiert. Nach gründlicher Entfernung der
Fixierungslösung wird Anti-BrdU-POD hinzugegeben, der nach entsprechender
Inkubationszeit mit Hilfe von Waschpuffer (300 µl/Vertiefung) entfernt wird. Die
Menge des inkorporierten BrdU kann durch Anti-BrdU-POD und der entsprechenden
Tetramethylbenzidin-Substratlösung (Boehringer) aus dem Kit (5-30 min bei
Raumtemperatur) nachgewiesen werden. Die Farbentwicklung kann durch die Gabe von
25 µl 1 M Schwefelsäure (etwa eine Minute auf dem Schüttler bei 300 rpm) gestoppt
werden.
Die Absorption wurde in einem ELISA-Reader (Behring-Werke, Marburg) bei 450 nm
gemessen. Alle Ergebnisse einschließlich der Negativproben sind die Mittelwerte von
Tripletts.
B.2.2.4    Herstellung von Gesamtzellysaten der Gliomzellen:
Um zu zeigen, daß durch OSM eine spezifische Signalkaskade aktiviert wird, sollten
Proteine identifiziert werden, die nach der OSM-Stimulation der Zellen spezifisch
phosphoryliert werden. Hierzu werden die stimulierten Zellen lysiert, die so
gewonnenen Proteine durch die anschließende Gelelektrophorese in denaturierendem
Acrylamid-Gel (SDS-PAGE) getrennt und anhand der Immunoblotting nachgewiesen.
Um die Behandlung mit den Zytokinen zu gegebenen Zeitpunkten zu stoppen, wird das
Medium abgesaugt und die Schalen werden mit eiskaltem PBS-Puffer (mit 0,5 mM
Orthovanadat) gewaschen. Hiernach werden die Zellen in 0.5 ml modifiziertem RIPA-
Puffer (pro Schale) lysiert , mittels eines Gummi-Schabers vom Boden der
Kulturschalen abgekratzt und in 1 ml Gefäße gebracht. Dem Zellysat wird 0.5 ml SDS
Auftragspuffer zugegeben, anschließend werden die Proteine durch Erhitzen bei 100°C
für 5 Minuten denaturiert (Thermomixer 5436, Eppendorf).
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B.2.2.5 Coomassie-Plus-Protein-Assay (Bestimmung der Proteinmenge durch Micro-
BCA-Kit):
Zwecks Vergleichbarkeit der gewonnen Proteine im Zellysat, muß vorher die
Proteinkonzentration bestimmt werden.
Nach der Absorptionsmessung einer Verdünnungsreihe mit BSA in bekannten
Konzentrationen wird eine Standardkurve gezeichnet, anhand derer man die
Proteinkonzentration der späteren Proben aufgrund ihrer Absorption bestimmen kann.
B.2.2.6    SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE):
Die SDS-PAGE erlaubt die Auftrennung von Proteingemischen nach ihrem
Molekulargewicht (Laemmli, 1970).
Mit Hilfe von SDS wird die räumliche Struktur der Proteine aufgehoben, und sie
bekommen eine negative Ladung, die von ihrem Molekulargewicht abhängt. Das im
Laemmli-Puffer enthaltene β-Mercaptoethanol reduziert die vorhandenen
Disulfidbrücken.
Zwischen zwei durch „Spacer“ getrennte Glasplatten wird nach Zugabe von APS
(Polymerisationsstarter) und TEMED (Polymerisationsbeschleuniger)  die
Trenngellösung gegossen und mit etwas Wasser-gesättigtem Butanol überschichtet.
Nach Abschluß der Polymerisation des Trenngels (ca. 30 min) wird das Butanol
entfernt, das Trenngel mit Sammelgellösung überschichtet und der Kamm von oben
eingesenkt. Nach vollständiger Polymerisation werden der Kamm und der untere Spacer
herausgezogen, die Glasplatten in eine Vertikalgelkammer eingespannt, die mit
Laemmli-Puffer (Laufpuffer) gefüllt wird.
Die denaturierten Proben werden mit einer “Microliter Syringe” (Hamilton, Bonaduz) in
die Geltaschen appliziert. In die erste Tasche wird ein Größenstandard (Protein-
Standardmischung VIII von Merck, Darmstadt) eingegeben.
Zunächst wird eine Spannung von 120 V angelegt, bis die Proben das Trenngel erreicht
haben, hiernach wird die Spannung auf 180 V erhöht. Die Dauer einer Auftrennung
beträgt 1,5 bis 2 h.
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B.2.2.7   Western-Blot-Analyse :
Nach der Auftrennung durch SDS-PAGE können die Proteine aus dem Gel auf eine
Nitrozellulosemembran (S&S Gel-Blotting-Papers, Schleicher & Schleicher) transferiert
werden. Der Transfer erfolgt durch das Eintauchen des Transferstapels („Sandwich“) in
das Naßkammer-System (BioRad, München) und anschließendes Anlegen einer
Spannung von 80-100 Volt für 1-2 Stunden.
Das Gel wird für einige Minuten im Transportpuffer (SD-Transblot) äquilibriert,
gleichzeitig werden die Filterpapierblätter und die Nitrozellulosemembran mit dem
Puffer durchtränkt.
Danach wird ein Transportstapel luftblasenfrei zwischen zwei Halterungsgitter der
Transferapparatur wie folgt aufgebaut:
(−)-Pol :
       ↑
       
       
       
       
       
       




1 Blatt Filterpapier (Whatman 3 MM)
G  E  L
N i t r o z e l l u l o s e – M e m b r a n
1 Blatt Filterpapier (Whatman 3 MM)
50 mm dicker Schwamm
Halterungsgitter
Der Transfer erfolgt unter Kühlung und bei konstant 100 Volt für 1-2 Stunden oder über
Nacht bei 30 Volt.
Nach dem Transfer wird die Membran in einer 2%-igen TCA-Lösung mit 2 g/l Ponceau
S (Sigma) angefärbt, die Proteinbanden des Molekulargewichtsstandard werden zur
späteren Orientierung mit einem Kugelschreiber markiert.
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B.2.2.8    Immunoblotting:
Die unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran werden durch eine Inkubation in
Magermilch für 24 Stunden bei  4 °C (oder alternativ bei 37 °C für 1 Stunde) gesättigt.
Anschließend wird die Membran mindestens dreimal für jeweils 10 Minuten auf dem
Schüttler im TBST-Bad von der überschüssigen Magermilch befreit.
Eine Stunde lang wird die Membran bei 37 °C in einer Anti-Tyrosin-Antikörper-Lösung
(Upstate Biotechnologie Inc.) einer Konzentration von 0,5 µg/ml in TBST auf dem
Schüttler inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen der Membran in TBST wird sie mit dem Enzym
gebundenen Zweitantikörper inkubiert, es handelt sich um Ziege-anti-Maus-IgG-
Meerretich-Peroxidase der Konzentration von 0,05 µg/ml in TBST. Die Inkubationszeit
beträgt eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schüttler.
Nach erneutem Waschen in TBST erfolgt die Detektion der tyrosinphosphorylierten
Proteine als luminiszierende Banden mittels ECL-Verfahren. Die wesentlichen
Komponenten des ECL-Kits sind Luminol und Wasserstoffperoxid.
Am Ort der Antikörperbindung entsteht durch die Reaktion der Peroxidase Sauerstoff;
dort reagiert das Luminol im schwach alkalischen Milieu unter Abspaltung von
Stickstoff, wobei Licht emittiert wird. Dieses Signal wird durch geeignete “Enhancer”
(4-Jodphenol) verstärkt und kann durch Exposition der Nitrozellulose-Membran auf
einen Röntgenfilm sichtbar gemacht werden.
Zur Detektion der gewünschten Proteine wird der Blot für eine Minute in einer 1:1
Mischung aus beiden ECL-Lösungen geschwenkt, auf 3MM Whatman-Papier
abgetropft und luftblasenfrei zwischen zwei Haushaltsfolienblätter eingebettet. Die so
behandelte Nitrozellulose-membran wird in einer Dunkelkammer auf einen X-OMAT-
AR-Röntgenfilm (Kodak, Rochester) aufgelegt. Je nach Stärke des Signals betrug die
Expositionszeit zwischen einer Sekunde und drei Stunden. Für jeden Blot wurden
mehrere Expositionszeiten getestet.
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B.2.2.9    Strippen der Nitrozellulosemembran für einen Reblot:
Müssen die auf Nitrozellulosemembran transferierten Proteine mit zwei oder mehreren
verschiedenen Antikörpern (nacheinander) detektiert werden, so ist es nötig, die
Antikörper des erfolgten Immunoblots von der Membran abzulösen (“strippen”), bevor
mit dem nächsten Immunoblot (“Reblot”) begonnen wird.
Dazu wurde der Filter nach der Detektion mit dem ECL-Verfahren fünf Minuten in
TBST gewaschen und anschließend zwei Stunden in Strip-Lösung bei 55 °C auf dem
Schüttler inkubiert. Die Membran wurde daraufhin ausgiebig mit TBST gewaschen.
Danach konnte mit dem „Reblot“ begonnen werden; die Durchführung entspricht einem
üblichen Immunoblot.
B.2.2.10    RNA-Isolierung:
Nach der Stimulation der Zellen (106 Zellen auf einer 10 cm Schale) mit den Zytokinen
wird das Medium entfernt, und die Zellen werden mit PBS gewaschen. Nach
anschließender Lyse der Zellen in der Schale mit 500 µl Trizol (5 Minuten) werden die
lysierten Zellen mit Hilfe eines Gummi-Schabers in Eppendorf-Gefäße gesammelt.
Danach wird jeweils 100 µl Chloroform in die Gefäße dazugegeben, durch Schütteln gut
vermengt und zwei bis drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Gefäße werden nun für 15 Minuten bei 4°C mit 14000 rpm zentrifugiert, wonach
sich 3 Phasen bilden, die obere (wäßrige) Phase wird in ein neues Eppendorf-Cup
gefüllt und der Rest verworfen. Mit jeweils 250 µl Isopropanol pro Gefäß kann die RNA
präzipitiert werden. Nach Zentrifugation (10 Minuten, 4°C, 14000 rpm) wird das Pellet
mit 70% Ethanol gewaschen. Anschließend wird das Pellet 5 bis 10 Minuten an der Luft
getrocknet. Nach Auflösen des Pellets in 100 µl RNase-freiem Wasser (DEPC-H2O)
wird die Absorption der Proben bei 260, 280 und 320 nm photometrisch bestimmt.
Hierfür wird 1 µl Probe mit 79µl TE-Puffer versetzt. Anhand der gemessenen
Absorption kann die RNA-Menge und die Reinheit der RNA in den Proben ermittelt
werden. Eine Absorption von 1,0 entspricht 40 µg/ml RNA. Das Verhältnis der
Absorption bei 260 nm zu 280 nm sollte größer als 1,8 sein.
Für die Gelelektrophorese wird 5-20 µg RNA eingesetzt. Nicht verwendete RNA wird
aliquotiert und bei -80°C aufbewahrt.
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B.2.2.11    Northern-Blotting:
Die Northern-Blot-Methode wird zu RNA-Analysen verwendet wie beispielsweise die
Untersuchung der Spezifität der Genexpression und die Quantifikation der
Transkription. Bei dem Verfahren ist genauestens darauf zu achten, daß das Material
nicht mit endogenen sowie exogenen Ribonukleasen in Berührung kommt, die die RNA
degradieren. Außerdem muß sichergestellt werden, daß alle Materialien und
Chemikalien und die Arbeitsgeräte RNase-frei sind. Um  Lösungen mit DEPC zu
behandeln, wird 0.1-prozentiges DEPC hinzu gegeben und gemischt, unter 37 °C für
zwei Stunden inkubiert und schließlich autoklaviert, um das vorhandene DEPC zu
zerstören
Die Auftrennung von RNA erfolgt in 1%-igem Agarose-Gel, hierzu wird 1g
Agarosepulver in 100 ml heißem Wasser gelöst. Man läßt die Lösung auf etwa 60°C
abkühlen, bevor der Laufpuffer (s. B.1.5) und 12,3 M Formaldehyd so hinzu addiert
werden, daß Endkonzentrationen von 1× Laufpuffer bzw. 2,2 M Formaldehyd für das
Gel entstehen. Man läßt nun das Gel unter einem Laborabzug für mindestens 30
Minuten härten.
Vor dem Auftragen auf das Gel wird die RNA in einem Denaturierungspuffer für etwa
10 Minuten bei 65°C behandelt und danach auf Eis gekühlt, wo den Proben jeweils 2 µl
Auftragspuffer hinzugegeben werden.
Die Gelelektrophorese erfolgt bei einer Spannung von 3-4 V/cm(Gel) für zwei Stunden.
In der ersten Tasche wird ein Größenstandard aufgetragen. Nach der Elektrophorese
wird der Größenstandard abgetrennt und dreimal jeweils 10 Minuten mit bidestilliertem
Millipore-DEPC-Wasser gewaschen und dann mit Ethidiumbromid gefärbt, wodurch
die Banden unter UV-Strahlung sichtbar und zur Dokumentation photographiert werden
können. Das restliche Gel wird zweimal mit DEPC und zweimal mit 10 x SSC-Puffer
gewaschen.
Bei dem RNA-Transfer bedient man sich der Kapillarkräfte, hierbei wird in einem
RNase-freien Behälter eine Glasplatte als Auflagefläche für das “Sandwich”
hineingelegt (siehe Skizze 2).
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Die Auflagefläche wird mit einem Blatt 3MM Whatmanpapier so überdeckt, daß an
jeder Seite das Papier die Ränder der Auflage überragt. Nun wird in den Behälter soviel
20 × SSC gefüllt bis die Lösung gerade den oberen Rand der Auflagefläche erreicht. Das
Gel wird auf das durchtränkte 3 MM Whatmannpapier gelegt. Die nächste Schicht ist
die Nitrozellulosemembran, die in beiden Dimensionen das Gel überragen sollte, danach
folgen zwei Blätter 3 MM Whatmannpapier und ein Stapel Küchenpapier. Das Ganze
wird mit einer Glasplatte überdeckt und mit einem Gewicht von etwa 500 Gramm
belastet.
Der Transfer erfolgt über Nacht. Es ist wichtig, daß alle Schichten blasenfrei
aufeinander gelegt werden und die Schichten oberhalb des Gels nicht in direktem
Kontakt mit der SSC-Bad stehen, damit der ganze Flüssigkeitsstrom durch das Gel
wandert.
Nach dem Transfer wird die Membran auf einem Küchenpapierstapel für mindestens 30
Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und danach zwischen zwei Blättern 3MM
Whatmanpapier für etwa eine Stunde bei 80°C in einen Vakuumofen gelegt.
SKIZZE 2: Aufbau des Stapels beim Northern Blot. Im Behälter befindet sich 20× SSC als Transferlösung. Mittels Kapillarkräfte
wandert die Flüssigkeit von unten nach oben durch die Schichten und bewirkt den Transfer von RNA vom Gel auf die Membran.
500 Gramm
K  ü  c  h  e  n  p  a  p  i  e  r Whatman 3MM PapierNitrozellulosemembran
Gel




B.2.2.12   Hybridisierung der Membran mit radioaktiven Sonden:
Die durch OSM induzierte Expression von c-fos wurde durch Northern blot Analyse
entsprechend des Standardprotokolls (Maniatis et al., 1989) bestimmt.
Subkonfluente Gliomzellen, die 24 Stunden im N1 Medium gewachsen sind, werden
zunächst mit PBS gewaschen und anschließend mit OSM (50 ng/ml Medium) für
jeweils 15, 30 und 60 Minuten behandelt.
Nach der RNA-Extraktion und Quantifizierung bei 260nm findet die Trennung nach
Größe in einem 1,0%-igen Agarosegel und der anschließende Transfer auf
Nitrozellulose-Membran statt.
Unter UV-Bestrahlung findet ein „Cross-linking“ der RNA statt. Es folgt die Prä-
Hybridisierung und Hybridisierung  in entsprechendem Puffer (50% Formamid und 1 x
106 cpm/ml  c-fos Probe nach „Priming“) bei 42°C.
Für die Hybridisierung wurde ein 1,2 kb großes DNA-Fragment, das einen Teil der
cDNA des c-fos Gens enthielt, von Dr. H. Halfter zur Verfügung gestellt (Halfter et al.,
1998).
Das DNA-Fragment des c-fos Gens wurde mit Hilfe des Ladderman labeling Kits




Puffer (10 mM Tris-HCl pH 8; 1 mM EDTA) in ein Eppendorf Cup gegeben, für 3 min








und der Ansatz 10 min bei 55 °C inkubiert. Anschließend wurde das Enzym durch die
Zugabe von EDTA auf 30 mM Endkonzentration inaktiviert.
Der Ansatz wurde erneut 3 min auf 95°C erhitzt, auf Eis abgekühlt und dann in die
Hybridisierungslösung gegeben.
Nach der Hybridisierung bei 42°C wurde die Membran zweimal mit 2 x SSC für 10 min
bei RT und zweimal mit 0,1 x SSC für 15 min bei 45°C gewaschen und anschließend
für 5 Tage bei –70°C auf einem X-OMAT-AR-Röntgenfilm (Kodak, Rochester)
exponiert.
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B.2.2.13    Fluoreszenz aktivierte Zellsortierung (FACS):
Die Durchflußzytometrie ist ein Verfahren zur Detektion fluoreszenzmarkierter,
biologischer Objekte wie Zellen oder Chromosomen aufgrund ihrer
Fluoreszenzintensität. Das Verfahren wird auch als fluorezenzaktivierte Sortierung
(fluorescens-activated cell - oder chromosome - sorting; Abk.: FACS) bezeichnet.
Der Flüssigkeitsstrahl mit den isolierten, markierten Chromosomen wird hierzu nach
Austritt aus einer feinen Düse durch Hochfrequenzvibration in gleichförmige Tröpfchen
zerrissen, die einen Laserlichtstrahl passieren.
Je nach gemessener Fluoreszenzintensität im Tropfen, die wiederum vom DNA-Gehalt
abhängt, werden die Tropfen durch einen elektrischen Impuls aufgeladen. Die geladenen
Tröpfchen passieren ein elektronisches Feld, wobei sie entsprechend ihrer Ladung
abgelenkt und gesammelt werden. Ungeladene Tröpfchen können ungehindert passieren
und werden separat gesammelt.
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C. ERGEBNISSE:
C.1    Morphologische Veränderung der Gliomzellen und ihre Wachstumsinhibition
durch Zytokine:
Die Gliomzellen GOS 1, GOS 2 und GOS 3 wurden aus anaplastischen Astrozytomen
etabliert. Die Gliomzellen, die im serumfreien Medium gehalten wurden, wuchsen
innerhalb von 14 Tagen zu konfluenten Kulturen heran (Abbildung 1A) und zeigten eine
polygonale, fibroblasten-ähnliche Morphologie. Die Behandlung dieser Zellen mit
Zytokinen aus der neurotrophen Familie ergab unterschiedliche Antworten auf diese
Faktoren. Die Anwesenheit von IL-6 (5 ng/ml) brachte im Vergleich zu unbehandelten
Zellen (Abbildung 1 B) keine sichtbaren morphologischen Veränderungen mit sich,
während nach der LIF-Stimulation geringfügige Veränderungen zu verzeichnen waren.
LIF-behandelte Zellen waren hauptsächlich bipolar mit kurzen Fortsätzen (Abbildung 1
C). Dagegen führte die OSM-Behandlung mit 20 ng/ml zu einer deutlich veränderten
Zellmorphologie. In Anwesenheit dieses Zytokins nahmen die Zellen eine Form an, die
mit zahlreichen langen und dünnen Fortsätzen an normale Astrozyten erinnerte. Darüber
hinaus stieg die Zytoplasma-Kern-Relation mit steigender Größe der Zellen an.
Bildreihe 2 zeigt die morphologischen Veränderungen der Gliomzellen abhängig von
der Dauer der Stimulation durch OSM. Die Zellen wurden ein Tag, nachdem sie
ausgesät wurden, mit 20 ng/ml OSM inkubiert (Abbildung 2A). Die morphologischen
Veränderungen zeigen sich bereits 24 Stunden nach der Zugabe von OSM (Abbildung 2
B), wobei sowohl der Grad der Veränderung wie auch die Rate der veränderten Zellen
stark mit der Inkubationszeit korrelieren, wie aus den Abbildungen 2C (48 Stunden ~), 2D (72
Stunden ~) und 2E (120 Stunden Behandlung mit OSM) ersichtlich ist. Die Gliomzellen ohne OSM-
Behandlung zeigten keinerlei Veränderung in ihrer Struktur und proliferierten stärker als
die behandelten Zellen (Abbildung 2F). Bei ununterbrochener Anwesenheit von OSM
im Medium erreichten die Gliomzellen auch nach 20-tägiger Inkubation kein
konfluentes Stadium.
Wie aus den obigen Daten (vergleiche Abbildung 1D) zu entnehmen ist, zeigten die
Gliomzellen nach der OSM-Stimulation neben den morphologischen Veränderung auch
eine Verminderung ihrer Proliferationsrate. Der proliferationsinhibierende Effekt erwies
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sich als dosisabhängig mit einem Maximum bei Zusatz von 50ng OSM / ml
Nährmedium (Diagramm 2 und 3).
Um den inhibierenden Effekt der drei IL-6-Zytokinen (IL-6, LIF, OSM) über eine
längere Periode zu quantifizieren und somit miteinander vergleichen zu können, wurde
der Amido-Black-Assay eingesetzt. Hierbei wird durch eine unspezifische Proteinfär-
bung durch den Farbstoff Amido-Black und die anschließende photometrische
Absorptions-messung eine Aussage über die Zellzahl gemacht (s. Diagramm 1).
Unter Anwesenheit des jeweiligen Zytokins wurde an den Tagen 3, 8,15 und 25 mittels
Amido-Black-Assays eine Bestimmung der Zellmenge vorgenommen. Als Kontrolle
wurde dieselbe Zellreihe in zytokinfreiem N1-Medium mitgeführt.
Die so ermittelten Daten zeigten einen signifikant höheren proliferationsinhibierenden
Effekt durch OSM im Vergleich zu LIF und IL-6, wobei im Falle des Interleukin-6
keine Wachstumsinhibition zu verzeichnen war (Diagramm 1). Allerdings scheint hier
die Rezeptorkomponente für IL-6 in den untersuchten Zellen nicht exprimiert zu
werden. Eine Inkubation der Zellen in einem Gemisch aus IL-6 und einem
rekombinanten IL-6-Rezeptor zeigt ähnliche Effekte wie die Inkubation der Zellen mit
OSM.
Um festzustellen, ob die oben nachgewiesene Zytokin-Wirkung aufgrund eines
zytotoxischen Effekts hervorgerufen wurde oder ob eher eine proliferationshemmende
Wirkung für die niedrigere Zellzahl unter Zytokinstimulation verantwortlich war, wurde
ein BrdU-Assay durchgeführt. Hierbei wird nach der Zytokinstimulation der Zellen dem
Medium 5-Bromodeoxyuridin hinzugegeben, was bei proliferierenden Zellen in die neu
synthetisierte DNA eingebaut wird und sich nach immunzytochemischer Detektion
quantifizieren läßt. Somit ist der BrdU-Einbau ein Maß für die Mitogenität bzw. dessen
Inhibition also die antimitogene Aktivität eines Zytokins. Bei dieser Versuchsreihe
sollte gleichzeitig die Dosisabhängigkeit der Proliferationshemmung bzw.
Antimitogenität der IL-6-Zytokinen zur Zytokinkonzentration bestimmt werden.
Wie aus dem Diagramm 2 zu entnehmen ist, induzierte nur OSM dosisabhängig eine
deutliche Abnahme der DNA-Synthese, während der Effekt, der durch die anderen
Zytokine erreicht wurde, signifikant niedriger ist. LIF bewirkte eine reproduzierbare
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leichte Abnahme der BrdU-Inkorporation in die Zellen mit einem Maximaleffekt bei
einer Konzentration von annähernd 5 ng/ml. In einer anderen Studie konnte gezeigt
werden, daß diese Menge an LIF auch das Wachstum der Gliomzellen in einer
Langzeitwachstumsstudie inhibieren kann (Halfter et al., 1998).
Als nächstes untersuchten wir die Dosisabhängigkeit der OSM-bedingten
Proliferationshemmendung der drei Zellinien. Die Dosis-Antwort-Kurven aller drei
Zellinien (GOS1-3), die in diese Analyse einbezogen wurden, zeigten eine Abnahme der
BrdU-Inkorporation mit steigender  OSM-Konzentration (bis zu 100ng/ml) (Diagramm
3). In höheren Konzentrationen  von OSM stieg die Rate der DNA-Synthese leicht an.
Die ID50 (halbmaximale Inhibitionsdosis) lag bei 6 bis 11 ng OSM pro ml Medium, und
die maximale Inhibition, die erreicht wurde, lag bei 73-82%, abhängig von der Zellinie,
die dafür ausgewählt wurde. Der größte Effekt von OSM bezüglich
Wachstumsretardierung und DNA-Synthese-Suppression zeigte sich bei der GOS3
Zellinie (Diagramm 3).
C.2    Effekte auf die Zellzyklusphase:
Wie oben gezeigt bewirkt OSM eine Reduktion der DNA-Synthese in den untersuchten
Gliomzellen. Der Grund dafür könnte darin bestehen, daß weniger Zellen die S-Phase
des Zellzyklus durchlaufen. Um zu bestätigen, daß die OSM-Behandlung zu einem
Zellzyklus-Arrest führt, wurde eine FACS-Analyse durchgeführt, Hierbei konnte
nachgewiesen werden, daß OSM die Zellen auf der Stufe der G1/G0-Phase des
Zellzyklus arretierte.
In der GOS1 (bzw. GOS3) Zellinie sank der Anteil an Zellen, die sich in der S-Phase befanden von 22,2%
(32,7%) auf 6.4% (6,4%) unter OSM-Behandlung ab, während der Anteil an Zellen in der G1/G0-Phase
von 69,5% (58,1%) auf 90,5% (87,3%) anstieg.






















Korrelierend hiermit verschob sich das Verhältnis 2n : 4n Chromosomensatz zu Gunsten
des 2n-Chromosomensatzes, was zeigt, daß sich der größte Teil der Zellpopulation in
der G1/G0 Phase befindet (s. Abb. 5).
C.3   Spezifität des OSM-Effektes
Die Spezifität, mit der OSM seinen Effekt auf Gliomzellen ausübt, wurde durch
Antikörper (Anti-OSM-Ak, Anti-gp130-Ak) nachgewiesen, die die biologische
Aktivität des OSM hemmen. Die Wirkung wurde mittels BrdU-Inkorporation ermittelt.
Man konnte auch hier beobachten, daß die proliferationsinhibierende Wirkung von
OSM dosisabhängig ist, indem man das Zytokin-enthaltende Medium mit polyklonalen
Anti-OSM-Antiköpern in unterschiedlichen Mengen prä-inkubierte (Diagramm 4A).
Die hemmende Wirkung, die OSM auf die DNA-Synthese ausübt, konnte ebenfalls
durch Antikörper, die gegen die Rezeptorkomponente gp130 gerichtet sind, blockiert
werden (Diagramm 4B). Der antagonistische Effekt des Anti-OSM-Antikörpers war
größer als der Effekt durch Anti-gp130-Ak, so war es möglich, die Wirkung von 20
ng/ml OSM durch Anti-OSM-Antikörper-Konzentrationen von 5 bis 20 µg/ml
annähernd vollständig aufzuheben. Dies belegt eindeutig die spezifische OSM-
induzierte Proliferationsinhibition, die über die gp130 Rezeptorkomponente vermittelt
wird.
C.4    Induktion von c-fos:
Das Proto-Onkogen c-fos gehört zu den unmittelbar frühen Genen, die durch eine
Vielzahl von Zytokinen und Wachstumsfaktoren induziert werden und Prozesse wie
Apoptose oder Zelldifferenzierung initiieren.
Da nach der OSM-Stimulation eine morphologische Differenzierung der untersuchten
Zellen zu verzeichnen war, wurde nun versucht, auf molekularer Ebene den Weg zur
Differenzierung über Genexpression nachzuvollziehen.
Nachdem die Gliomzellinien GOS1, GOS2 und GOS3 mit OSM im serumfreiem
Medium behandelt wurden und ihre RNA zu unterschiedlichen Zeitpunkten präpariert
wurde, konnte man eine OSM-bedingte starke Induktion des frühen Gens c-fos durch
Northern-Blot Analyse nachweisen. Die Expression des c-fos-Gens begann bei einer
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OSM-Applikationszeit von 20 Minuten und erreichte ihr Maximum nach 60 Minuten
(Abbildung 3). Dieser Zeitverlauf ähnelte demjenigen, den man bei der LIF-Stimulation
beobachtet hatte (Halfter et al., 1998).
Die stärkste Antwort bezüglich der c-fos-Induktion wurde für die Gliomzellinie GOS3
nachgewiesen. Dies korreliert mit dem OSM-induzierten Effekt auf die Proliferation
und Zelldifferenzierung, die bei der GOS3-Zellinie ebenfalls die stärkste Ausprägung
zeigte.
C.5   Unterschiede in der Induktion der Tyrosinphosphorylierung durch OSM bzw.
LIF:
Ein wichtiger Aspekt bei der Analyse des inhibierenden Effektes von OSM ist die durch
das Zytokin aktivierte Signalkaskaden. Die Rezeptoruntereinheit gp130 ist mit
zytoplasmatischen Tyrosinkinasen der JAK-Familie assoziiert (Stahl et al., 1994), somit
führt die Aktivierung dieses Liganden-Rezeptor-Komplexes zu Phosphorylierung von
Proteinen an Tyrosinresten. Es wurden Proteinlysate aus OSM-behandelten Gliomzellen
hergestellt und mittels Western-Blot mit Phosphotyrosin-spezifischen Antikörpern
analysiert. Es zeigte sich eine verstärkte Phosphorylierung bestimmter Proteine, von
denen einige sowohl durch OSM- als auch durch LIF-Behandlung und andere nur durch
OSM-Behandlung tyrosinphosphoryliert wurden. Die erste Gruppe umfaßt die Proteine
mit einer apparenten molaren Masse von 145 bis 160, 130, 92, 89, 55 und 44 kD - als
Referenz dienen hier die Lysate aus unbehandelten Zellen (Abbildung 4). Mit
Ausnahme des Proteins mit der molaren Masse von 92 kD, das eine vergleichbare
Signalstärke zeigt, waren die Intensität der Singale unter der OSM-Stimulation stärker
als unter der LIF-Behandlung. Darüber hinaus zeigten Proteine der apparenten molaren
Masse von 150, 98 und 85 kD bei der Detektion mit den Anti-Phosphotyrosin-
Antikörpern Signale nur nach OSM-Behandlung der Gliomzellen. So konnte man einen
sowohl quantitativen wie auch qualitativen Unterschied in der Signaltransduktionskette
nach Stimulation der Gliomzellen durch OSM im Vergleich zu LIF feststellen. Aus
dieser unterschiedlichen Aktivierung der Signalkaskaden dürften auch die wesentlich
stärkeren Effekte von OSM gegenüber LIF zu erklären sein.
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D. DISKUSSION:
Die Wirkung der Zytokine LIF und CNTF aus der IL-6-Zytokinfamilie und die
Expression ihrer Rezeptorkomponenten in den drei Gliomzellinien wurde bereits
beschrieben (Halfter et al.,1998). Es konnte gezeigt werden, daß durch exogene LIF-
Stimulation das Wachstum der Gliomzellen innerhalb von 8 bis 21 Tagen inhibiert wird.
Bei der vorliegenden Arbeit wurde diese Analyse auf andere neurotrophe Zytokine aus
dieser Familie ausgedehnt. Das Hauptergebnis dieser Studie war der Nachweis, daß
OSM einen wesentlich stärkeren Effekt im Sinne der Wachstumsinhibition,
Proliferationshemmung und Differenzierung der untersuchten Gliomzellen ausübt als
LIF oder die anderen Faktoren.
Die OSM-Behandlung führt zu einem Arrest der Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus,
so daß die DNA-Synthese der Gliomzellen signifikant durch OSM-Gabe unterdrückt
wird. In der GOS3 Zellinie sank der Anteil der Zellen, die sich in der S-Phase befanden
von 32,7% auf 6.4% unter OSM-Behandlung ab, während sich die Verhältnisse in der
G1-Phase von 58,1% auf 87,3% verschoben. Dieser Effekt wurde bereits auch bei
Mamma-Karzinom-Zellen beschrieben (Douglas et al., 1998).
Zusätzlich bewirkte die Behandlung der Zellen durch OSM eine deutliche Veränderung
in der Zellmorphologie. Diese Beobachtungen weisen ebenfalls eine Korrelation zum
proliferationsinhibierenden Effekt und dem Einfluß auf die Zellmorphologie bei
Melanomzellen auf, die bei der Erstbeschreibung dieses Zytokins festgestellt wurden
(Zarling et al., 1986). Eine vergleichbare Wirkung zeigte sich auch bei einer Reihe
anderer Tumorzellen, eine Ausnahme bildeten allerdings die Colonkarzinomzellen
(Horn et al., 1990).
Die LIF-Behandlung der Gliomzellen zeigte eine deutlich schwächere Wirkung auf die
Zellmorphologie, und es konnte nur eine geringfügige Proliferationsinhibition nach
einer länger andauernden Behandlung erzielt werden. Abhängig von den untersuchten
Zellinien zeigte sich bei LIF ein relativ geringer Effekt bezüglich der BrdU-
Inkorporation, während dieser Effekt unter der OSM-Stimulation dosisabhängig sehr
groß war.
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Es konnte nachgewiesen werden, daß die OSM-Behandlung zu einem Anstieg der
Expression von c-fos führt. Die c-fos-Expression steht in enger Korrelation mit
Zelldifferenzierung und Apoptose von Zellen. Die Stimulation zur Zelldifferenzierung
konnte morphologisch bei unseren Zellen nachgewiesen werden. Ob zusätzlich eine
Apoptose-induzierende Wirkung von OSM ausgeht, wurde nicht untersucht.
Die Induktion von c-fos als Antwort auf die OSM- Behandlung ist der LIF-Stimulation
sehr ähnlich. Dies zeigt, daß LIF - trotz seiner schwächern Wirkung auf die
Glioblastomzellen - eine Signalkaskade initiiert, die partiell identisch mit der durch
OSM vermittelten Signalkaskade ist , so daß es auch hier zur Induktion von c-fos
kommt.
Dies legt die Vermutung nahe, daß OSM mindestens zwei Signalwege initiiert. OSM
und LIF benutzen bei dem überlappenden Wirkungsspekrum einen gemeinsamen
Rezeptor, dessen Aktivierung die c-fos-Induktion zu Folge hat. Für die OSM-
spezifischen Wirkungen müßte allerdings ein zusätzliches Rezeptorsystem existieren.
Ein solches Rezeptormolekül wurde bereits beschrieben (Mosley et al., 1996). Dieselben
Autoren haben die Expression dieser Rezeptorkomponenten für die Gliomzellinie A172
nachgewiesen.
Eine Erklärungsmöglichkeit, warum OSM eine stärkere Wirkung auf die Gliomzellen
zeigt als LIF oder IL-6, könnte auf der Tatsache beruhen, daß OSM im Vergleich zu den
anderen zwei Zytokinen ein besonderes Rezeptorbindungsverhalten zeigt, dabei ist
folgendes von Interesse :
1. OSM bindet nicht nur an seinen eigenen Rezeptor (OSM Rezeptor Typ II) sondern
ebenfalls an den LIF-Rezeptor (OSM Rezeptor Typ I) (Gearing et al., 1992; Mosley
B. et al 1994), wenn auch mit einer etwas geringeren Affinität als LIF.
2. Dabei bindet aber OSM zunächst an gp130 und der Komplex assoziiert dann mit







  LIFRβ•gp130 =                       gp130•OSM R β  =
Typ I OSM -             Typ II OSM -
  Rezeptor                   Rezeptor
Ein Unterschied in der Signaltransduktionskette bei verschiedenen Zytokinen aus der
IL-6-Familie könnte gegebenenfalls auch die Spezifität der OSM-Wirkung erklären.
Es ist bekannt, daß die Rezeptormoleküle für die neurotrophen Zytokine eine
Assoziation mit den zytoplasmatischen Tyrosinkinasen (JAK = Janus Kinase) aufzeigen.
Diese JAKs werden durch die Bindung des Liganden aktiviert und führen ihrerseits
wiederum zur Aktivierung von STAT-Proteinen (“signal transducer and aktivator of
transcription”) (Stahl et al., 1994).
Parallel hierzu werden durch die Bindung des Liganden an den Rezeptor auch
Zytokinsignal-Suppressoren (SOCS) und Tyrosinphosphatasen wie SHP2 aktiviert
(Siewert et al., 1999), die das Signal im Falle von LIF stärker und/oder schneller
herunterregulieren als nach der OSM-Behandlung.
Es wird angenommen, daß der Effekt eines Zytokins vom Gleichgewicht zwischen den
Signalproteinen (JAKs und STATs) und ihren Suppressoren (z.B. SOCS, SHP2)
abhängt (Kortylewski et al., 1999, Kim et al., 1998; Starr et al., 1997; Schaper et al.,
1998; Siewert et al., 1999).
Der Anti-Phosphotyrosin-Blot in dieser Arbeit zeigte Unterschiede in der
Signaltransduktion zwischen OSM und LIF. Dies beobachtete man bei der Bestimmung
des Phosphorylierungszustandes der zellulären Proteine, deren Zustand sich im Falle
von OSM teils quantitativ teils auch qualitativ von denen durch LIF-Behandlung
unterscheidet. Beide Zytokine induzierten eine Tyrosinphosphorylierung über eine
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Anzahl gemeinsamer Signaltransduktionskomponenten, während sich bei OSM auch
spezifische Komponenten herausstellten. Die apparente Größe vieler Signale, die in der
Western-Blot-Analyse gezeigt werden konnten, paßten mit der Größe der bekannten
Signaltransduktionsproteine wie JAK mit 130 kD und STAT-Proteine mit 89 und 94 kD
überein. Experimente mit dem Ziel, eine OSM-spezifische Induktion der
Tyrosinphosphorylierung und die entsprechenden Zielproteine (für diesen
Aktivierungsweg) mit Molekulargröße von 150, 98 und 85 kD nachzuweisen, werden
zur Zeit unternommen.
Eine vergleichbare Signaltransduktion durch OSM ist für Kaposi-Sarkom und HUVEC
(“human umbilical vein endothelial cells”) beschrieben worden (Amaral et al., 1993).
Unter anderem induzierte OSM in diesen Zellen eine Tyrosinphosphorylierung eines
Proteins der Größe 85 kD, die man durch LIF-Stimulation nicht erzielen konnte.
Eine wichtige Frage ist die Identifizierung der phosphorylierten Proteine und eine
Zeitkinetik der Phosphorylierung dieser Proteine, denn es ist bekannt, daß die im
Rahmen einer Zytokinstimulation beteiligten Proteine (gp130, Jak-Kinasen, STAT-
Proteine, SHP2, SOCS) sehr unterschiedliche Halbwertzeiten aufweisen (Siewert et al.,
1999). So ist es wichtig, daß nach einer Zytokinstimulation die aktivierten Proteine zu
verschiedenen Zeitpunkten identifiziert werden, weil es möglich ist, daß ein bereits
aktiviertes Signalprotein relativ schnell durch die Ko-Expression oder gar durch die
konstitutive Expression seines Suppressors inaktiviert wird, so daß am Ende nur noch
ein bestimmter Anteil der ursprünglich phosphorylierten Signalproteine ihre Aufgabe
erfüllen.
Da OSM eine wesentlich stärkere Tyrosinphosphorylierung von intrazellulären
Signalkomponenten induziert, kann die Erklärung in einer stärkeren Aktivierung der
Jak-Kinasen liegen. Möglicherweise binden die Jak-Kinasen stärker an den OSM-
Rezeptor, so daß ein lang anhaltendes oder stärkeres Signal entsteht.
Eine weitere Erklärung besteht darin, daß die Rezeptorkomplexe der anderen
neurotrophen Zytokine durch Tyrosinphosphatasen inaktiviert oder die Signalkaskade
durch Zytokinsignal-Suppressoren wie SOCS unterbrochen wird, während der OSM-R-
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Komplex diese Suppressoren inaktiviert oder die Substrate solcher Suppressoren zu
schützen vermag.
Bei einer Studie von Terstegen und Mitarbeitern (2000) konnte gezeigt werden, daß
PMA (Phorbol 13-Myrisatat 12-Azetat) über die Aktivierung des Zytokinsignal-
Suppressors SOCS-3 den IL-6-Effekt über den JAK/STAT-Signalweg inhibiert. Hierfür
wird das Rezeptorbindungs-modul SHP2 benötigt, das beim OSM-Rezeptor fehlt,
hierdurch erklärt sich auch die fehlende Inhibition des OSM-Effektes durch PMA.
Möglicherweise fehlt auch beim OSM-Rezeptor der untersuchten Zellen das
Bindungsmodul für die entsprechenden inhibitorischen Proteine.
Eine sehr ähnliche Antwort der Gliomzellen auf Zytokine wurde für NGF (“nerve
growth factor”) und GMF (“glia maturation factor”) (Marushige et al.,1987), sowie für
Interleukin-1 (Tanaka et al., 1994) beschrieben. GMF induzierte eine Veränderung in
der Zellmorphologie aber nicht in der Proliferationsrate, während NGF zusätzlich eine
inhibierende Wirkung auf die Proliferation zeigte (Marushige et al., 1987). Der Effekt,
der durch die genannten Autoren beschrieben wurde, ist dem in der vorliegenden
Doktorarbeit -hier durch OSM-Behandlung erzielt- sehr ähnlich. Der Effekt von NGF
erfordert jedoch unphysiologisch hohe Konzentrationen von 5 µg/ml, um eine
vergleichbare Wirkung zu erzielen (Marushige et al., 1992), dies entspricht einer 50- bis
100-fachen Konzentration im Vergleich zum OSM. In den Studien von Marushige et al.
(1987) waren die morphologischen Veränderungen der Zellen reversibel, wenn man die
Zytokinstimulation beendete. Im Gegensatz hierzu war der Effekt, den man mit einer
12-tägigen OSM-Behandlung erreichte, für mindestens 2 Wochen irreversibel. Diese
Irreversibilität der morphologischen Veränderung ließe sich durch die Annahme
erklären, daß es an Proteinen mangelt, die die OSM-aktivierte Signaltransduktion
beenden bzw. die Transduktionskette abbrechen. Ein solcher Kandidat wäre SHP2, das
beim OSM-Rezeptor fehlt (Terstegen et al., 2000). Eine irreversible Differenzierung von
Gliomzellen wurde auch nach einer Behandlung mit IL-1 beobachtet (Tanaka et al.,
1994), was darauf hinweist, daß sich die anaplastische Umwandlung der kultivierten
Gliomzellen durch verschiedene Zytokine umkehren läßt. Die Behandlung der
Gliomzellen, die in dieser Arbeit verwendet wurden, mit NGF oder IL-1 führte
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allerdings nicht zur Differenzierung oder Proliferationshemmung, d.h. diese Effekte sind
vom genetischen Hintergrund der jeweiligen Zellen abhängig.
Zusätzlich zu den Zytokinen sind auch andere Substanzen beschrieben, die zu einer
Proliferationsinhibition und morphologischen Veränderungen in kultivierten
Gliomzellen führen können wie zum Beispiel Phenylazetat (Stockhammer et al., 1995;
Ram et al., 1994) oder Komponenten der extrazellulären Matrix (Rutka et al., 1987).
Auch diese morphologischen Veränderungen gleichen denen, die durch OSM bewirkt
werden. Es wäre interessant, den intrazellulären Ereignissen nachzugehen, die durch
diese Moleküle hervorgerufen werden, und sie miteinander zu vergleichen, um
eventuelle Gemeinsamkeiten festzustellen. Dadurch könnten zentrale Schaltstellen in
den Gliomzellen identifiziert werden, die potenziell als Ziel für therapeutische Ansätze
dienen können.
Im Laufe von Reifungsprozessen einiger embryonaler Zellen wurde je nach
Entwicklungsstufe eine unterschiedliche Antwort der Zellen auf die Stimulation mit
verschiedenen neurotrophen Zytokinen beschrieben (Horton et al., 1998; Kamiya et al.,
1999; Kinoshita et al., 1999). Im Rahmen der Entartung der Zellen und ihrer erhofften
Differenzierung nach Stimulation mit Zytokinen kann gerade dieses Phänomen von
Bedeutung sein, d.h. Gliome der verschiedenen Entartungsstadien würden
unterschiedlich stark auf verschiedene Zytokine reagieren, dies könnte auch erklären,
warum die Zellinie GOS 3 aus unserem Bestand am stärksten auf den OSM-Reiz
antwortete.
Anhand der FACS-Analyse konnte nachgewiesen werden, daß OSM die Gliomzellen in
der G1-Phase des Zellzyklus arretieren vermag. Ob diese Eigenschaft in vivo von
Vorteil ist, muß in entsprechenden Experimenten untersucht werden.
Der Arrest der Zellen in der G1-Phase bedeutet zwar, daß die Proliferation gestoppt
wird, dies kann aber mit der Wirkung der Strahlentherpie und der Chemotherapie
insofern interferieren, als eine Voraussetzung für die effiziente Radio-/Chemotherapie
die hohe Zellteilungsrate ist.
Ein Stopp der Zellteilung ist dann von Vorteil, wenn die entarteten Zellen vom
Immunsystem erkannt und beseitigt werden. Es ist bekannt, daß OSM bei
Melanomzellen die Expression von interzellulären Adhäsionsmolekülen (ICAM-1)
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induziert, diese haben ihre Bedeutung unter anderem bei der MHC-restriktiven
Immunantwort (Heymann et al., 1995). Außerdem induziert OSM die Expression von
Gewebsinhibitoren der Metalloproteasen (TIMP-1) (Richards et al., 1993, 1997). TIMP-
1 hemmt die Tumormetastasierung und erleichtert ebenso wie ICAM-1 die
Tumorerkennung durch die Abwehrzellen. Es ist somit hoch interessant zu überprüfen,
ob OSM auch bei Gliomzellen die Expression von ICAM-1 und TIMP-1 induziert. In
einem solchen Fall konnte auf die nebenwirkungsreiche Behandlung durch Radio- und
Chemotherapie verzichtet werden, zumal sie ohnehin nicht mehr so effizient wären,
wenn eine vorausgegangene OSM-Behandlung zu Proliferationshemmung der entarteten
Zellen geführt hat (s.o.).
Unsere Ergebnisse zeigen, daß OSM (bei Gliomzellen) die c-fos-Expression als
Apoptose-Gen stark induziert. Sollte diese Wirkung nur die entarteten Zellen und nicht
die gesunden Gliazellen betreffen, spricht dies für den Einsatz dieses Zytokins bei der
Bekämpfung von Gliomen in vivo. Demnach sollte vor einem klinischen Einsatz des
Zytokins überprüft werden, ob es auch die c-fos Expression in gesunden Zellen
induziert.
Es wäre ebenfalls interessant festzustellen, ob die Vorbehandlung der Gliomzellen mit
den Zytokinen (speziell OSM) sie gegen Chemotherapeutika und radioaktive
Bestrahlung vulnerabler macht, zumal wir feststellen konnten, daß OSM die c-fos-
Expression als Apoptose-Gen stark induziert.
Der proliferationsinhibierende und der differenzierende Effekt von OSM auf
Gliomzellen öffnet einen möglichen therapeutischen Weg auf dem Wege der
Bekämpfung von Krebs schon deswegen, weil dieses Zytokin auch physiologisch im
Körper vorkommt; deswegen könnte man hoffen, daß der menschliche Körper a priori
eine höhere Toleranzschwelle bis zum Auftreten möglicher Nebenwirkungen bietet als
dies bei unphysiologischen Stoffen der Fall sein dürfte.
Als Kandidat für ein neues Medikament zur Prävention der Entwicklung peripherer
Neuropathien als Nebenwirkung der Chemotherapie
 
existiert zur Zeit ein recombinierter
humaner LIF (AM424), eine Phase II-Studie ist bereits mit Erfolg abgeschlossen
(Kurek, J. 2000, 2002: inoffizielle Mitteilung), so ist es auch denkbar, daß sich in
Zukunft eine medikamentöse Tumortherapie durch OSM etabliert.
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Die wachstumsinhibierende Wirkung von OSM wurde kürzlich in vivo bei Mäusen
nachgewiesen (Friedrich et al., 2001). Die Expression von Typ I OSM-Rezeptor (gp130
und LIFRβ) ist anhand der Northern-Blot-Methode bei 60% der Gliomzellen
nachgewiesen worden (Weis et al., 1999), so daß dies einen experimentell
therapeutischen Einsatz von OSM rechtfertigen würde. Über die Verteilung von Typ II
OSM-Rezeptor ist noch nichts bekannt.
Glioblastome metastasieren in der Regel nicht in andere Körperregionen, sondern
breiten sich lokal aus, so daß sie die richtigen Kandidaten für eine lokale Therapie sind
mit den Vorteilen einer solchen Behandlung, d.h. keine systemischen Nebenwirkungen
von OSM und hohe Konzentrationen des Therapeutikums um das entsprechend kranke
Gewebe. Eine Möglichkeit hierzu wäre die konventionelle Infusion von OSM über eine
osmotische Pumpe in das Tumorgewebe oder in die Liquorräume.
Eine Gentherapie über die Transduktion des Tumorgewebes mit einem viralen Vektor,
der das OSM-Gen beinhaltet (Harding et al., 1998, Paillard 1998) ist hierbei die andere
Alternative. Benedetti und Mitarbeiter (2000) demonstrierten bereits die Effizienz der
Gentherapie durch den Einsatz neuraler Stammzellen für die Applikation von IL-4 an
Gliomzellen von Ratten.
Eine andere Möglichkeit zur lokalen Tumorbehandlung mit OSM ist die Implantation
von eingekapselten OSM-produzierenden Zellen; durch die kontinuierliche Freisetzung
von OSM wird eine hohe Konzentration um das Tumorgewebe erzeugt. Diese Methode
wurde bereits für therapeutisch wirksame Proteine mit Erfolg angewandt (Chang 1997).
Als letztes kann man das von Sodhi und seinen Mitarbeitern (1997) beschriebene
Verfahren erwähnen, wobei nach Cisplatin-Stimulation des Knochenmarks, OSM-
produzierende Makrophagen entstehen. Damals wurde der zytostatische Effekt dieser
Zellen auf OSM-sensitive A375 Melanome beschrieben. Über solche Makrophagen
könnte um Tumorgewebe eine höhere OSM-Konzentration erreicht werden, zumal im
Rahmen der Entzündung die Blut-Hirn-Schranke in den entsprechenden tumorösen
Regionen ohnehin permeabler sein dürfte als normalerweise.
Es ist bekannt, daß Oncostatin-M die IL-6-Sekretion stimuliert (Van Wagoner et al.,
1999), auch wenn wir keine direkte positive Wirkung des IL-6 auf unsere Zellen
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nachweisen konnten, weiß man, daß IL-6 eine wichtige Rolle bei der Immunantwort
spielt. Somit besteht die Möglichkeit, daß die OSM-stimulierte Mehrsekretion von IL-6
auch hierbei einen zusätzlichen (wenn auch indirekten) Antitumoreffekt bewirken
könnte.
Diese Annahmen sind in entsprechenden in-vivo-Experimenten zu überprüfen.
Bei Patienten mit gewissen Autoimmunerkrankungen wie Rheumatoide Arthritis (RA)
(Li et al., 1998), Systemische Lupus Erythematodes (SLE) (Robak et al., 1997),
systemische Sklerodermie (Hasegawa et al., 1998) und Psoriasis (Bonifati et al., 1998)
ist die Konzentration der Zytokine der IL-6 Familie (also auch OSM und LIF) im Serum
erhöht.
Zum einen weiß man, daß bei diesen Erkrankungen eine veränderte/unübliche
Zellpopulation der Abwehrzellen vorliegt, die das eigene Gewebe nicht als selbst
erkennen und folglich angreifen, zum anderen wird der Begriff der „ausgebrannten
Autoimmunerkrankung“ für Fälle angewandt, in denen die Erkrankung einen
selbstlimitierenden Charakter zeigt und nach einer gewissen Zeit nicht mehr
fortschreitet.
Möglicherweise gibt es Parallelen zwischen den Autoimmunerkrankungen und
Tumorgenese/Tumorbekämpfung. Bei der Autoimmunerkrankung ist die kranke Zelle
eine Abwehrzelle, bei der Tumorgenese/Tumorbekämpfung ist die kranke Zelle das
Tumorgewebe. So ist es möglich, daß im Rahmen der genannten Autoimmunerkrankung
die pathologischen Veränderungen der Abwehrzellen, die für die Erkrankung
verantwortlich sind, im Lauf der Zeit durch die permanente Einwirkung der Zytokine
(wie OSM) – die in höheren Konzentrationen vorkommen als üblich - behoben werden,
wie es auch bei Tumorzellen zu einer Differenzierung der entarteten Zellen durch
Zytokine der IL-6-Familie kommt. Dies würde den Begriff der „ausgebrannten
Autoimmunerkrankung“ im Sinne von abgelaufener, abgeschlossener i.e. verheilter
Autoimmunerkrankung erklären. Diese Hypothese wäre durch den Einsatz von OSM
oder anderen Zytokinen aus der IL-6-Familie bei verschiedenen
Autoimmunerkrankungen bzw. durch den Nachweis zellulärer Vorgänge bei den
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betroffenen Abwehrzellen und ihre Veränderungen nach der Zytokin-Stimulation zu
überprüfen.
Viele Funktionen von OSM sind zur Zeit nicht erklärbar:
Während OSM, wie hier gezeigt, eine Differenzierung der Gliomzellen bewirkt, gilt es
beispielsweise bei Kaposi Sarkom-Zellen als ein potentes Mitogen, hemmt aber auf der
anderen Seite die Differenzierung der embryonalen Stammzellen der Maus.
Das Verständnis über die genaue Signaltransduktionskette und die frühe sowie die späte
Genexpression und Vergleiche dieser Vorgänge unter Stimulation mit unterschiedlichen
Zytokinen der Interleukin-6-Familie könnte eine Erklärung für die divergenten
Funktionen des Zytokins sein. Hierbei wäre die neue RNA-Chiptechnologie sicherlich
von großer Hilfe.
Bei der Micro-Array-Untersuchung (RNA-Chiptechnologie) kann die Genexpression
einer Zelle zu einem gegebenen Zeitpunkt untersucht werden.
Angenommen gewisse Proteine könnten kurz nach ihrer Synthese durch ihre Inhibitoren
wieder abgespalten werden und somit dem Western-Blot-Nachweis entgehen, so kann
man mit Hilfe der Micro-Array-Untersuchung gegebenenfalls die mRNA-Koexpression
zweier Proteine mit gegensinniger Wirkung nachweisen. Diese Information ist zum
Verständnis der genauen Signaltransduktion und Verhalten der Zelle nach einer
Stimulation mit Zytokinen von großer Bedeutung. Der Proteinnachweis über Western-
Blot-Untersuchung liefert die Information über das Ergebnis dieser möglichen Ko-
Expression.
Eine alleinige Western-Blot-Analyse würde je nach Zeitpunkt der Untersuchung
unterschiedliche Ergebnisse bringen, wenn ein ko-synthetisiertes Protein das andere
nach einer gewissen Zeit abspaltet.
Der alleinige mRNA-Nachweis über eine Micro-Array-Untersuchung besagt nichts über
die tatsächliche Synthese eines Proteins.
Somit sind beide Untersuchungen notwendig, wenn es um die Frage geht, was die



























Diagramm 1: Langzeiteffekt von Zytokinen der IL-6-Familie auf die Proliferation von GOS3-Zellen: Gliomzellen (500 Zellen/well)
wurden in 96 well Schalen gesät und jeweils in serumfreiem Medium (N1), in Anwesenheit von IL-6 (5 ng/ml), LIF (5 ng/ml) bzw.
OSM (10 ng/ml) für die angegebenen Zeiten inkubiert. Das Medium wurde einmal wöchentlich gewechselt und das Wachstum mit
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Diagramm 2: Vergleich zwischen den Effekten verschiedener Zytokine auf die DNA-Synthese der Gliomzellinie GOS3. Die Dosis-
Antwort-Kurve für LIF(Ο), OSM(s) und IL-6(n) werden anhand der BrdU-Inkorporation verglichen. 1500 Gliomzellen/Vertiefung
wurden in Schalen mit jeweils 96 Vertiefungen gesät und mit den jeweiligen Zytokinen in angegebenen Konzentrationen für 40 h
inkubiert. Danach wurde BrdU hinzugegeben. Die durch immunologische Detektion erhaltenen Werte für die Inkorporation von
BrdU sind als Mittelwert einer Dreifachmessung mit den dazugehörigen +/- Abweichungen angegeben. Die Absorption wurde bei

























Oncostatin M  (ng/ml)
Diagramm 3: Hemmung der DNA-Synthese durch die Behandlung der Gliomzellen GOS1, GOS2 und GOS3 mit OSM. Der
wachstumsinhibierende Effekt wurde für unterschiedliche Konzentrationen des Zytokins gemessen. Der Effekt des Zytokins auf die






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































ABBILDUNG 1: Der Effekt IL-6-Zytokine auf die Morphologie der Gliomzellinie GOS3. Die Zellen wurden in Schalen mit jeweils
48 Vertiefungen (8000 Zellen/Vertiefung) gesät, für 24 Stunden in N1-Medium gehalten und anschließend für weitere 14 Tage
entweder weiter im N 1-Medium belassen  oder mit 20 ng/ml OSM oder 5 ng/ml IL-6 bzw. LIF stimuliert. A. Zellen nach 14 Tagen
ohne Zytokinbehandlung. B. Gliomzellen nach 14-tägiger Behandlung mit IL-6 C. Stimulation für zwei Wochen mit LIF D.
Wachstum und Morphologie der Zellen nach zweiwöchiger OSM-Behandlung. Die Anwesenheit von OSM induzierte eine
morphologische Differenzierung der Zellen im Sinne der Bildung von einem irregulären Umriß und langen zytoplasmatischen oft
multiplen Ausläufern. LIF bewirkte die Bildung kleiner zumeist bipolarer Fortsätze. Phasen-Kontrast-Darstellung mit 120-facher
Vergrößerung.
ABBILDUNG 2: Kinetik der Induktion morphologischer Veränderungen in den Gliomzellen durch OSM. Gliomzellen wurden in
Schalen  mit je 48 Vertiefungen ( 5000 Zellen pro Vertiefung ) gesät. Nach 24 Stunden wurde das Medium durch serumfreies N1-
Medium mit 20 ng/ml OSM ersetzt. A. Gliomzellen vor der Gabe von OSM. B. Nach 24 Stunden ~ C. Nach 48 Stunden ~ D. Nach
72 Stunden ~ und E. Nach 120 Stunden Inkubation in Anwesenheit von OSM. F. Gliomzellen nach 120 Stunden in N 1-Medium
ohne OSM. Phasen-Kontrast-Darstellung mit 250-facher Vergrößerung.
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ABBILDUNG 3: Durch OSM-Stimulation bedingte Induktion des c-fos Gens bei Gliomzellinien GOS 1,GOS 2 und GOS 3. Die
RNA wurde durch Northern-Blot-Hybridisierung analysiert, nachdem die Gliomzellen mit OSM für die angegebenen Zeiten
behandelt wurden. Ein 32P-markiertes DNA-Fragment des c-fos-Gens wurde für den oberen Blot verwendet und eine radioaktiv
markierte Probe (spezifisch für die 28S rRNA) wurde angewandt, um dieselben Banden mit vergleichbarer Stärke auch hierdurch
zu zeigen.
ABBILDUNG 4: Vergleich der Wirkungen von OSM und LIF bezüglich der Induktion der Tyrosinphophorylisierung der Proteine.
GOS 3-Zellen hungerten für 48 Stunden im serumfreien N1-Medium, bevor 100 ng/ml OSM oder LIF in derselben Menge für die
angegebenen Zeiten hinzu gegeben wurden. Die Kontrollzellen ( r  ) wurden keiner Zytokinbehandlung unterzogen. Nach der Lyse
wurde 50 µg des Proteinextrakts auf die 8%-ige SDS-PAGE aufgetragen. Das Gel wurde auf eine Immobilon P Membran
transferiert, die anschließend mit Anti-Phosphotyrosin-Antikörper inkubiert wurde. Der primäre Antikörper wurde mittels
peroxidase-gekoppelten Anti-IgG-Antikörper und Chemilumineszens-Kit (ECL) detektiert. Die drei feinen Proteinbanden mit der
Molekulargröße zwischen 140 und 160 kD sind mit Strichen an der Seite markiert; die übrigen Tyrosinphosphorylierten Protein

















GOS 3 – Zellinie nach Stimulation mit OSM
Abb. 5 : Chromosomensatzanalyse der Glioblastomzellinien GOS 1 und GOS 3 mittels FACS-Analyse
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10/92 – 09/94: Vorklinisches Studium der Humanmedizin
September 94: Physikum (mündlich: sehr gut, schriftlich: gut)
September 95:  Erster Abschnitt der ärztlichen Prüfung (Note: gut)
September 97: Zweiter Abschnitt der ärztlichen Prüfung (Note gut)
November  98: Dritter Abschnitt der ärztlichen Prüfung (Gesamtnote: gut)
04/98 – 10 /99: Studium der Zahnmedizin
Tertiale des Praktischen Jahres:
10/97 – 02/98: Neurologie in der Universitätsklinik-Münster
02/98 – 06/98: Innere Medizin im Bürgerspital-Solothurn in der Schweiz
06/98 – 09/98: Chirurgie (Transplantation) in der Universitätsklinik-Münster
Beruflicher Werdegang:
01.12.98 -31.05.00: Arzt im Praktikum (AiP) im städtisches Krankenhaus
München-Harlaching (Pädiatrie)
01.06.00-31.03.01: Assistenzarzt im Margaritenhospital in
Schwäbisch Gmünd (Pädiatrie)





Herrn Dr. Hartmut Halfter
für seine stetige Bereitschaft zur fachlichen Unterstützung
Herrn Priv.-Doz. Dr. Florian Stögbauer
(meinem Doktorvater)
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Meiner lieben Frau
Stefanie
